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91. JOHDANTO
Elintarvikkeiden suojaaminen pilaantumista vastaan maitohappobakteerien avulla
perustuu bakteerien kykyyn tuottaa maitohappoa sekä laajan kirjon erilaisia
antimikrobisia yhdisteitä (Montville & Winkowski 1997). Näistä erityisesti
bakteriosiinit ovat herättäneet tutkijoiden mielenkiintoa, johtuen niiden potentiaalisista
sovelluksista elintarvike- ja lääketeollisuudessa. Bakteriosiinit ovat bakteerien tuottama
ryhmä ribosomaalisesti syntetisoituja peptidejä tai proteiineja, joilla esiintyy
antimikrobista aktiivisuutta muita bakteereja vastaan (Cavera ym. 2015). Verrattuna
perinteisiin antibiootteihin bakteriosiinien antimikrobinen vaikutus on kapea-alaisempi
ja kohdistuu usein vain saman suvun bakteereihin. Laaja-alaisten bakteriosiiniryhmien
antimikrobinen vaikutus voi puolestaan suuntautua myös muiden sukujen bakteereihin
(Cotter ym. 2005).
Bakteriosiinien käyttö elintarviketeollisuudessa rajoittuu lähinnä bakteriosiineja
tuottavien maitohappobakteerikantojen käyttöön fermentaation hapateviljelminä sekä
elintarvikkeiden suojaviljelminä patogeeni- ja pilaajabakteereita vastaan (O’Connor ym.
2007). Lääketeollisuudessa bakteriosiineista taas pyritään löytämään sellaisia
antimikrobisia yhdisteitä, joista voisi kehittää uusia lääkeaineita ja mahdollisesti osittain
korvata tai tukea perinteisiä antibiootteja (Cotter ym. 2013, Twomey ym. 2002).
Bakteriosiinien tutkimusmenetelmät ovat kehittyneet aina 1920-luvulta saakka ja
ajan saatteessa antimikrobisten peptidien luokittelemiseen on esitetty useita erilaisia
vaihtoehtoja. Uudenlaisten bakteriosiinien löytyminen uusien tutkimusmenetelmien
avulla antaa myös tarkempaa tietoa erilaisten bakteriosiinien rakenteesta ja vaikutus-
tavoista. Tämä voi puolestaan johtaa vanhojen luokitteluperiaatteiden päivittämiseen
vastaamaan paremmin bakteriosiinien ominaisuuksia. Uusien bakteriosiinien
tutkimisessa voidaan hyödyntää myös geenitekniikkaa. Tuottamalla tutkittavaa
bakteriosiinia tunnettujen rekombinanttikantojen avulla voidaan muun muassa saavuttaa
korkeampi proteiinien saanto ja samalla välttää alkuperäisen tuottajabakteerin muiden
yhdisteiden vaikutusta antimikrobisen peptidin aktiivisuuteen.
Tämän tutkimuksen tavoitteena oli tuottaa ja karakterisoida uutta Lactococcus lactis
-bakteerista löydettyä antimikrobista peptidiä, enkasiinia. Bakteriosiinia tuotettiin
Escherichia coli -bakteerissa sekä erittyvänä että solunsisäisesti. Enkasiinin
antimikrobista aktiivisuutta testattiin L. lactis -indikaattorikannoilla. Lisäksi enkasiini-
geenien esiintyvyyttä tarkasteltiin useissa L. lactis -bakteereissa.
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2. KIRJALLISUUSKATSAUS
2.1 Maitohappobakteerit
Maitohappobakteerit ovat ryhmä mikro-organismeja, joilla on yhteiset fysiologiset,
morfologiset ja aineenvaihdunnalliset ominaisuudet. Yleisen määrityksen mukaan
maitohappobakteerit ovat ei-itiöiviä, anaerobisia, mutta aerotolerantteja, gram-
positiivisia kokkeja tai sauvoja, jotka tuottavat pääosin maitohappoa hiilihydraattien
fermentaation lopputuotteena (Axelsson 2004). Maitohappobakteerit kuuluvat firmi-
kuuttien (Firmicutes) pääjakson Bacilli -luokkaan ja Lactobacillales -lahkoon, jossa ne
on jaettu eri heimoihin kuten Lactobacillaceae, Aerococcaceae,  Carnobacteriaceae,
Enterococcaceae, Leuconostocaceae ja Streptococcaceae (Madigan ym. 2009b).
Yleisesti ottaen maitohappobakteerit voidaan jakaa homo- ja heterofermentatiivisiin
hapontuottajiin. Muun muassa Lactococcus, Streptococcus ja Pediococcus -suvun
bakteerit kuuluvat homofermentatiiviseen ryhmään, joiden glukoosin fermentaation
lopputuotteena muodostuu lähinnä vain maitohappoa. Heterofermentatiiviseen ryhmään
kuuluvat bakteerit, kuten Leuconostoc ja Lactobacillus, tuottavat puolestaan maito-
hapon lisäksi hiilidioksidia, etikkahappoa ja etanolia. (Axelsson 2004)
Maitohappobakteerit esiintyvät sekä ympäristössä että ihmisten ja eläinten
ruoansulatuskanavassa, jossa ne muodostavat vallitsevan bakteeriryhmän. Maitohappo-
bakteereja pidetään yleisesti turvallisina mikro-organismeina (GRAS, generally
regarded as safe) ja niiden käyttö elintarvikkeissa, kuten perinteisissä fermentoiduissa
liha- ja vihannesruoissa sekä maitotuotteissa, ulottuu tuhansiin vuosiin ennen ajanlaskun
alkua (Ouwehand & Vesterlund 2004). Maitohappobakteerien tehtävän elintarvikkeiden
fermentaatiossa osoitti ensimmäisenä Louis Pasteur vuonna 1857 ja ensimmäisen
maitohappobakteerin ”Bacterium lactis” -puhdasviljelmän eristi Joseph Lister vuonna
1873 (Madigan ym. 2009a, Axelsson 2004).
Nykyään maitohappobakteereita käytetään fermentoitujen tuotteiden valmistamisen
lisäksi biosäilönnässä sekä terveyttä edistävinä probiootteina. Biosäilönnästä puhutaan
silloin kun fermentoimattomien elintarvikkeiden turvallisuutta ja laatua pyritään
parantamaan käyttämällä maitohappobakteereita tai niiden tuottamia yhdisteitä, kuten
bakteriosiineja (Montville & Winkowski 1997). Maitohappobakteerien terapeuttiset
ominaisuudet toi ensimmäisen kerran esille Elie Metchnikoff vuonna 1907, jolloin hän
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yhdisti Balkanin asukkaiden pitkän eliniän perinteisen jogurtin mikrobistoon (Anukam
& Reid 2007).
Maitohappobakteerien terveysvaikutuksista on tehty lukuisia tutkimuksia, joissa on
muun muassa todettu, että probiootit pystyvät lyhentämään tai ehkäisemään ripulia,
lievittämään ärtyneen suolen syndrooman oireita, ehkäisemään tulehduksellisia suolisto-
sairauksia sekä vähentämään laktoosi-intoleranssia (Fontana ym. 2013, Montville &
Winkowski 1997). Tänä päivänä Maailman terveysjärjestö (WHO, World Health
Organisation) määrittelee probiootit “eläviksi mikro-organismeiksi, joilla riittävänä
määränä nautittuna on terveyshyötyä isännälleen”.
2.2 Maitohappobakteerien bakteriosiinit ja niiden teollisuussovelluksia
Maitohappobakteerit pystyvät tuottamaan lukuisia antimikrobisia peptidejä ja
proteiineja, joista käytetään yleistermiä bakteriosiinit. Verrattuna perinteisiin anti-
biootteihin, joita mikrobit tuottavat toissijaisina aineenvaihdunnantuotteina,
bakteriosiinit ovat ribosomaalisesti syntetisoituja ja niiden tuotto alkaa jo bakteerien
kasvuvaiheessa (Cavera ym. 2015). Bakteriosiinien antimikrobinen vaikutus kohdistuu
usein samaan sukuun kuuluviin bakteereihin ja pystyvät vaikuttamaan
kohdeorganismeihin jo hyvin pienissä, nanomolaarisissa, konsentraatiossa.
Bakteriosiineilla on tärkeä rooli maito-happobakteerien itsesuojelussa ja kilpailussa
elintilasta muiden bakteerien kanssa. (Cotter ym. 2005, Nes ym. 2007).
Ensimmäisen bakteriosiinin, kolisiinin, tunnisti André Gratia vuonna 1925,
havaittuaan Escherichia coli V -bakteerin tuottaman yhdisteen antimikrobisen
aktiivisuuden muita saman lajin bakteereita vastaan (Beshkova & Frengova 2012, Gillor
& Riley 2007, Gratia 1925). Kiinnostus bakteriosiineja kohtaan on kasvanut siitä lähtien
ja viime vuosikymmenien aikana erityisesti maitohappobakteerien tuottamat
antimikrobiset peptidit ovat olleet tutkimusten kohteina. Maitohappobakteerien
bakteriosiinit tarjoavat mahdollisuuksia kehittää uusia sovelluksia muun muassa
elintarvike- ja lääketeollisuudessa perustuen maitohappobakteerien GRAS-luokitukseen
ja pitkään käyttöhistoriaan perinteisissä elintarvikkeissa.
Bakteriosiinien sovellukset elintarviketeollisuudessa rajoittuvat pääosin
bakteriosiineja tuottavien maitohappobakteerien käyttöön. Poikkeuksena on nisiini –
ainoa bakteriosiini, jonka käyttö elintarvikelisäaineena (E234; EEC 1983) on sallittu yli
80 eri maassa (Thomas ym. 2000). Lactococcus lactis -bakteerin tuottamaa nisiiniä
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käytetään muun muassa estämään Clostridium botulinum ja Listeria monocytogenes  -
patogeenien kasvua juustotuotteissa sekä pilaajamikrobien lisääntymistä säilykkeissä.
Lisäksi nisiinillä voidaan pidentää maitotuotteiden säilyvyysaikoja. (O’Connor ym.
2007, Takala & Saris 2007). Tällä hetkellä markkinoilla on useita nisiiniä sisältäviä
tuotteita, kuten Nisaplin® ja NovasinTM (Danisco A/S, nykyään Du Pont, USA).
Toinen pitkään tutkittu bakteriosiini, pediosiini, on ollut myös käytössä elintarvi-
keteollisuudessa, mutta vain pediosiinia tuottavia maitohappobakteereja sisältävänä
valmisteena. Valmistetta käytettiin sekä estämään Listeria monocytogenes -bakteerin
kasvua että parantamaan tuotteiden säilyvyyttä pääosin lihaeineksissä, mutta myös
maitotuotteissa ja salaateissa. (Rodrígues ym. 2002, Pucci ym. 1988). Tavallisesti
bakteriosiineja tuottavia maitohappobakteerien viljelmiä lisätään elintarvikkeisiin
fermentaation hapateviljelminä tai suojaviljelminä estämään patogeenien ja pilaaja-
mikrobien kasvua. Suojaviljelmiä voidaan käyttää myös fermentoimattomille tuotteille
sekä valmisruoille, virvoitusjuomille ja leivonnaisille. (Montville & Winkowski 1997,
O’Connor ym. 2007).
Elintarviketeollisuuden lisäksi bakteriosiineja hyödynnetään myös
lääketeollisuudessa. Antibioottien laaja käyttö on tuottanut ajan mittaan myös lukuisia
antibioottiresistenttejä patogeenisiä bakteerikantoja, joita vastaan pyritään löytämään
uusia hoitokeinoja muun muassa bakteriofageista, bakteriosiineista ja muista
antimikrobisista peptideistä. Bakteriosiineista erityisesti lantibiooteilla on potentiaalia
vaihtoehtoisiksi antimikrobisiksi lääkeaineiksi (Willey & van der Donk 2007).
Esimerkiksi nisiinin todettiin olevat tehokas mahahaavaa aiheuttavaa Helicobacter
pylori -bakteeria sekä multiresistenssin kehittäneiden Staphylococcus ja Streptococcus -
suvun bakteereita vastaan (Severena ym. 1998). Myös katetrien ja trakeostomiaputkien
käsittely nisiinillä antoi lyhytaikaisen suojan gram-positiivisia bakteereita vastaan
(Bower ym. 2002).
Maitohappobakteerien tuottamien bakteriosiinien rajoittavana tekijänä on kyky
inhiboida pääasiassa vain grampositiivisten patogeenien kasvua.  Lisäämällä kelatoivia
aineita, jotka pystyvät heikentämään gramnegatiivisten bakteerisolujen ulko-
membraania, tai hyödyntämällä gramnegatiivisten bakteerien tuottamia bakteriosiineja
voidaan kuitenkin löytää uusia hoitomuotoja myös sellaisia vakavia taudinaiheuttajia
vastaan kuten Escherichia, Salmonella, Yersinia ja Pseudomonas. (Gillor ym. 2007).
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2.3 Bakteriosiinien luokittelu
Maitohappobakteerien tuottamat bakteriosiinit jaetaan neljään eri luokkaan primääristen
rakenteiden, molekyylimassojen, proteiinisynteesin jälkeisten muokkausten ja
geneettisten ominaisuuksien perusteella (Liu 2014). Ensimmäisen luokan muodostavat
pienet post-translationaalisesti muokatut peptidit, joista tutkituimmat kuuluvat
lantibioottien ryhmään. Toinen luokka, johon kuuluu suurin osa bakteriosiineista,
koostuu pienistä, lämmönkestävistä, muokkaamattomista peptideistä. Kolmas luokka
käsittää isot lämpöherkät proteiinit ja neljänteen luokaan ryhmitetään rakenteeltaan
monimutkaiset peptidit, jotka sisältävät hiilihydraatti- tai lipidiosia. (Ouwehand &
Vesterlund 2004). Alla käsitellään tarkemmin bakteriosiinien kolme ensimmäistä
luokkaa.
2.3.1 Lantibiootit ja muut luokan I bakteriosiinit
Lantibiootit ovat pieniä (<5 kDa) membraaniaktiivisia peptidejä, jotka tulevat
aktiivisiksi post-translationaalisen muokkauksen yhteydessä. Proteiinisynteesin jälkeen
bakteriosiiniin muodostuvat muokkauksen aikana syntetisoidut harvinaiset aminohapot,
kuten lantioniini ja ß-metyylilantioniini, sekä dehydroituja aminohappoja. (Kuipers ym.
2011, Ouwehand & Vesterlund 2004). Perinteinen luokitus perustuu ei-muokattujen
peptidien aminohapposekvenssiin, post-translationaaliseen muokkaukseen osallistuviin
entsyymeihin, peptidin eritystapaan sekä siihen tarvitaanko yksi vai kaksi peptidiä
bakteriosiinin aktiiviseen muotoon. (Cotter ym. 2005, Rea ym. 2011)
Ylläkuvatun luokituksen mukaan lantibiootit voidaan jakaa kahteen alaluokkaan,
joista alaluokkaa A edustaa lineaarisia, positiivisesti varautuneita peptidejä, jotka
koostuvat enintään 34 aminohappotähteestä. Näiden lantibioottien vaikutusperiaatteena
on bakteerisolun membraanin osittainen rikkominen, esimerkiksi muodostamalla
membraaniin pieniä huokosia. Alaluokkaan B kuuluvat taas globulaariset, enintään 19
aminohappoa sisältävät peptidit, joiden antimikrobinen vaikutus perustuu entsyymisen
toiminnan estoon, muun muassa soluseinän synteesin. (Ouwehand & Vesterlund 2004).
Edellä kuvattu luokittelutapa on koettu kuitenkin epätäsmälliseksi, sillä
geeniteknisten ja molekulaaristen menetelmien kehittyessä on pystytty löytämään yhä
useampi lantibiootti, joka ominaisuuksiensa perusteella voitaisiin sijoittaa kumpaankin
alaluokkaan (Rea ym. 2011). Nykyluokituksen mukaan lantibiootit ja lantibioottien
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kaltaiset peptidit voidaan jakaa neljään eri alaluokkaan riippuen peptidin
muokkausreitistä sekä antimikrobisesta aktiivisuudesta (Taulukko 1.). Lisäksi on
ehdotettu, että antimikrobista aktiivisuutta omaavat lantibiootit voitaisiin jakaa vielä 12
alatyyppiin ei-muokattujen peptidien aminohapposekvenssien perusteella (Twomey ym.
2002).
Taulukko 1. Eräs luokittelutapa luokan I bakteriosiineille sekä esimerkit alaluokkien
bakteriosiineista (Goto ym. 2010, Willey & van der Donk 2007).
Alaluokka Keskeiset piirteet Bakteriosiini
I Lineaariset peptidit, joiden post-translationaalisesta
muokkauksesta vastaavat kaksi eri entsyymiä LanB ja
LanC
nisiini
II Usein globulaariset peptidit, joiden muokkauksesta
vastaa yksi kaksivaikutteinen LanM-entsyymi
laktosiini S
laktisiini 3147
III Lantioniinia sisältävät peptidit ilman antimikrobista
aktiivisuutta
SapB, AmfS,
SapT
IV Lantibioottien kaltaiset peptidit, lantioniini syntetaasit,
(LanL), joiden antimikrobinen aktiivisuus on vielä
tuntematon
-
Viime vuosien aikana on löydetty myös muita luokan I bakteriosiineja, jotka eivät
kuitenkaan ominaisuuksiensa perusteella sovi lantibioottien ryhmään. On ehdotettu, että
lantibiootit ja lantibioottien kaltaiset peptidit kuuluisivat luokkaan Ia, ja muut post-
translationaalisesta muokatut peptidit saisivat oman lokerikon. (Rea ym. 2011).
Labyrintopeptiinit ovat hiljattain tunnistettu uudeksi luokaksi Ib. Labyrintopeptiinien
keskeisimpiin piirteisiin kuuluvat monimutkainen labyrinttimäinen rakenne,
labioniiniaminohappo sekä post-translationaalisesti muokattu karbasyklinen
aminohappo. (Meindl ym. 2010.). Luokkaan Ic, saktibiooteihin, on ryhmitelty tähän
mennessä kaksi bakteriosiinia, subtilosiini A ja kahdesta peptidistä muodostuva turisiini
CD. Näiden bakteriosiinien yhdistävänä piirteenä on jokaisen peptidin kolme rikkisiltaa
kysteiinien ja eri aminohappojen α-hiilien kanssa. Molemmilla bakteriosiineilla on
havaittu antimikrobista aktiivisuutta. (Rea ym. 2011).
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Cotter ym. (2013) näkemyksen mukaan bakteriosiineihin tulisi luokitella ainoastaan
antimikrobiset peptidit ja jättää suuremmat bioaktiiviset proteiinit tämän luokituksen
ulkopuolelle. On myös ehdotettu, että ribosomaalisesti syntetisoidut ja post-
translationaalisesti muokatut peptidit muodostaisivat oman ryhmän – RiPPs
(ribosomally-synthesized and post-translationally modified peptides), riippumatta niiden
biologisista ominaisuuksista (Arnison ym. 2013). Tämän ryhmityksen mukaan luokan I
bakteriosiinit voidaan jakaa 12 eri alaluokkaan: lantibiootit, linaridiinit, lineaariset
atsolia tai atsoliinia sisältävät peptidit, syanobaktiinit, tiopeptidit, lassopeptidit,
saktibiootit, bottromysiinit, glykosiinit sekä muokatut mikrosiinit (Cotter ym. 2013)
2.3.2 Luokan II bakteriosiinit
Suurin osa maitohappobakteerien tuottamista bakteriosiineista kuuluvat luokkaan II.
Nämä bakteriosiinit ovat pieniä (<10 kDa), lämmönkestäviä ja membraaniaktiivisia
peptidejä. Perinteisesti luokan II bakteriosiinit on jaettu kolmeen alaluokkaan: IIa -
pediosiinin kaltaiset L. monocytogenes -bakteeria inhiboivat bakteriosiinit, IIb -
kahdesta peptidistä koostuvat bakteriosiinit sekä IIc - tioliyhdisteiden aktivoimat bakte-
riosiinit, joiden erityksestä vastaa bakteriosiinien johtopeptidit (Klaenhammer 1993).
Myöhemmin luokan IIc bakteriosiineiksi luokiteltiin kaikki muut alaluokkiin IIa ja
IIb kuulumattomat bakteriosiinit (Eijsink ym. 2002). Nykyään luokan II bakteriosiinit
ryhmitellään neljään alaluokkaan, joista kaksi ensimmäistä ovat pysyneet
muuttumattomina. Alaluokka IIc sisältää ribosomaalisesti syntetisoituja syklisiä
peptidejä ja IId alaluokkaan kuuluvat yksittäiset lineaariset peptidit, jotka eroavat
pediosiinin kaltaisista peptideistä (Cotter ym. 2005).
Merkittävin osa luokan II bakteriosiineista kuuluvat IIa alaluokkaan (Roses ym.
2012). Alaluokan IIa bakteriosiinit ovat post-traslationaalisesti muuttamattomia lukuun
ottamatta johtopeptidin katkaisua, joka tapahtuu bakteriosiinin ekstrasellulaarisen
kuljetuksen yhteydessä (Ennahar et al. 2000). Kaikki IIa-ryhmän bakteriosiinit sisältävät
hydrofiilisen ja kationisen konservoituneen sekvenssialueen N-terminaalipäässä,
YGNGV/L (“pediocin box”) ja kahden kysteiinin muodostaman rikkisidoksen (Roses
ym. 2012). C-terminaalipään alueet vaihtelevat puolestaan eri bakteriosiinien välillä ja
siten mahdollistavat IIa alaluokan bakteriosiinien jaon edelleen neljään eri alaryhmään
(Nissen-Meyer ym. 2009). Alaluokan IIa bakteriosiineille on ominaista suuri
inhibitioaktiivisuus Listeria - ja muita grampositiivisia bakteereita vastaan, kuten
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Enterococcus, Lactobacillus, Pediococcus tai Clostridium (Roses ym. 2012). Bakterio-
siinien antimikrobinen aktiivisuus perustuu vuorovaikutukseen kohdesolujen sokereiden
kuljetuskanavan kanssa aiheuttaen huokosia solumembraaniin (Kjos ym. 2010).
Alaluokka IIb muodostuu moninaisesta ryhmästä kahden peptidin bakteriosiineista.
Pääsääntöisesti yksittäiset peptidit eivät ole aktiivisia vaan tarvitsevat toisen peptidin
muodostaakseen aktiivisen bakteriosiinin. Joissakin tapauksissa peptidi voi muodostaa
antimikrobisesti aktiivisen kompleksin myös toisen samankaltaisen peptidin kanssa,
esimerkkinä ovat laktokoksiini G, plantarisiinit ja laktosiini 705 -bakteriosiinit.
(Oppegård ym. 2007). Useat tutkimukset ovat osoittaneet, että alaluokan IIb bak-
teriosiinit pystyvät lisäämään kohdesolun ulkomembraanin läpäisevyyttä aiheuttaen
pienten molekyylien ulosvirtauksen solusta, mikä johtaa kohdesolun luhistumiseen
(Nissen-Meyer ym. 2009).
Alaluokan IIc bakteriosiinit muodostavat syklisiä rakenteita post-translationaalisen
muokkauksen yhteydessä, jolloin N- ja C-terminaalipäiden välille rakentuu kova-
lenttinen sidos. (Rea ym. 2011). Vuoteen 2014 mennessä oli tunnistettu kymmenen
syklistä bakteriosiinia, jotka voidaan sijoittaa IIc alaluokkaan. Näistä seitsemän
kuuluvat maitohappobakteerien tuottamiin bakteriosiineihin: garvisiini ML,
gasserisiini A, enterosiini AS-48, karnosykliini A,  laktosyklisiini Q, leukosykliini Q ja
uberolysiini A. (Gabrielsen ym. 2014).
Alaluokassa IId on edustettuna pääosin lineaariset yhden peptidin bakteriosiinit,
jotka eivät muistuta pediosiinin kaltaisia peptidejä. Tämä ryhmä sisältää yli 30
tunnistettua bakteriosiinia, jotka kuuluvat pääosin monimuotoiselle joukolle eri
maitohappobakteereita (Nissen-Meyer ym. 2009). Tunnetuin ja eniten tutkittu IId
luokan bakteriosiini on laktokoksiini A (Rea ym. 2011). Usein tähän ryhmään sijoittuvat
ne bakteriosiinit, jotka eivät täytä muiden alaluokkien kriteerejä (Nissen-Meyer ym.
2009). Karkeasti luokan IId bakteriosiinit voidaan ryhmitellä 1) yleisen
eritysjärjestelmän (general secretory pathway, sec-) avulla tuotettuihin, 2) ilman
johtopeptidiä esiintyviin sekä 3) luokittelemattomiin bakteriosiineihin (Iwatani ym.
2011).
2.3.3 Luokan III bakteriosiinit
Alaluokan III bakteriosiinit tunnetaan myös nimellä bakteriolysiinit. Bakteriolysiinit
ovat suuria (>30 kDa) lämpöherkkiä proteiineja, joiden antimikrobinen vaikutus
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perustuu bakteerin soluseinän hajottamiseen, mikä puolestaan johtaa vieraan
bakteerisolun sytolyysiin (Nissen-Meyer ym. 2009). Viisi eri maitohappobakteerien
tuottamaa bakeriosiinia on sijoitettu tähän luokkaan: helvetisiini J Lactobacillus
helveticus -bakteerista, zoosiini A Streptococcus zooepidermicus -bakteerista,
enterolysiini A Enterococcus faecalis -bakteerista, millerisiini B Streptococcus milleri -
bakteerista ja linosiini M18 Brevibacterium linens -bakteerista. (Beukes ym. 2000,
Hickey ym. 2003, Joerger & Klaenhammer 1986; Simmonds ym. 1997, Valdes-Stauber
& Scherer 1994).
2.4 Bakteriosiinien yleisimmät toimintamallit
Grampositiivisten bakteerien bakteriosiinien antimikrobinen vaikutus perustuu kykyyn
vaikuttaa kohdesolujen elintärkeisiin toimintoihin, kuten geenien transkriptioon ja
translaatioon, DNA:n replikaatioon ja soluseinäsynteesiin (Nes ym. 2007, Nissen-Meyer
ym. 2010). Suurin osa tunnetuista bakteriosiineista vaikuttavat kuitenkin solukalvon
rakenteeseen muodostamalla kanavia tai huokosia, jotka aiheuttavat molekyylien tai
ionien ulosvirtauksen kohdesolusta ja johtavat solun kuolemaan (Nissen-Meyer ym.
2010). Grampositiivisten bakteerien bakteriosiinien operonit sisältävät useampia
geenejä, joita tarvitaan bakteriosiinien tuotantoon. Bakteriosiinioperonit sijaitsevat
useimmiten plasmidissa, mutta myös kromosomaalisia bakteriosiinioperoneja on
löydetty erityisesti luokkien I ja II bakteriosiinien joukosta. (Duhan ym. 2013).
Nisiini on eniten tutkittu luokkaan Ia kuuluva bakteriosiini, jonka antimikrobinen
vaikutus perustuu kaksiosaiseen toimintamalliin. Nisiini, kuten useimmat lantibiootit,
vaikuttaa solun sytoplasmiseen membraaniin muodostaen siihen huokosia. Nisiini
sitoutuu lipidi II -molekyyliin, joka on yksi soluseinärakenteiden esiasteista, käyttäen
sitä ankkurimolekyylinä huokosten muodostamisessa ja samalla estäen soluseinän
biosynteesiä. Sytoplasmisen membraanin huokoset aiheuttavat muun muassa
kohdesolun aminohappojen ja ATP-molekyylien diffuusion sekä protonivoiman
vähenemisen, mikä johtaa makromolekyylien ja proteiinien biosynteesin
lakkauttamiseen. (Takala & Saris 2007)
Nisiini rakentuu kahdesta amfifiilisesta osasta (Kuva 1.), joissa N-terminaalipäässä
on kolme lantioniinirengasta (A, B ja C) ja C-terminaalipäässä kaksi (D ja E). Kaksi
ensimmäistä N-terminaalipään rengasta muodostavat häkin, joka sitoutuu lipidi II:n
pyrofosfaattirakenteeseen, ja samalla nisiinin C-terminaalipää työntyy kohdesolun
18
membraaniin. Sytoplasmiseen kalvoon muodostuva huokonen on 2-2,5 nm leveä ja
koostuu yhteensä kahdeksasta nisiinipeptidistä ja neljästä lipidi II -molekyylistä.
(Willey & van der Donk 2007)
Kuva 1. Nisiini A -bakteriosiinin rakenne. Lantioniinirenkaat ovat merkitty A-E. DHA -
dehydroalaniini, DHB - dehydrobutyriini. Muokattu Takala & Saris (2007) artikkelista.
Samankaltaista sitoutumista lipidi II -molekyyliin on löydetty myös muista
lantibiooteista kuten subtiliinista, epiderminiinista, galliderminiinista ja mutasiinista
1140. Kaikki lipidi II -molekyylin kanssa vuorovaikutuksessa olevat bakteriosiinit eivät
kuitenkaan muodosta huokosia. Esimerkiksi epidermiini on rakenteeltaan niin lyhyt
peptidi, ettei se pysty läpäisemään solukalvoa kokonaan, ja sen antimikrobinen vaikutus
perustuukin lähinnä lipidi II:n biosynteesin estoon. (Bonelli ym. 2006, Brötz ym. 1998)
Globulaarisista, eli pallomaisista, lantibiooteista esimerkiksi mersasidiini estää
erityisesti transglykosylaation peptidoglykaanin biosynteesissä (Brötz ym. 1997, Roces
ym. 2012, Willey & van der Donk 2007). Plantarisiini C puolestaan muodostaa
kompleksin lipidi II -molekyylien kanssa estäen sen biosynteesiä ja erityisesti
ensimmäisen glysiinin liittämistä molekyylin pentapeptidiketjuun. Lisäksi plantarisiini
C -bakteriosiinilla on yhteisiä piirteitä sekä mersasidiinin että nisiinin kanssa ja se
pystyy myös muodostamaan huokosia kohdesolujen sytoplasmiseen membraaniin.
(Kuipers ym. 2011, Turner ym. 1999) Ainakin osan globulaarisista lantibiooteista
tiedetään muodostavan huokosia kohdesoluissa, mutta niiden tarkat toimintaperiaatteet
ovat vielä selvittämättä.
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Post-translationaalisesti muokkaamattomien, luokkaan II kuuluvien, bakteriosiinien
antimikrobinen vaikutus perustuu tavallisesti kohdesolun solukalvon depolarisaatioon,
mikä johtaa solunsisäisten molekyylien vuotamiseen solun ulkopuolelle ja lopulta solun
kuolemaan. Yleensä luokan II bakteriosiineilla on amfifiilinen kierteinen rakenne, joka
mahdollistaa kohdesolun membraanin tehokkaan läpäisemisen. (Cotter ym. 2005).
Pediosiinikaltaisten bakteriosiinien ryhmä (luokka IIa) koostuu positiivisesti
varautuneista peptideistä, joille on ominaista amfifiilinen tai hydrofobinen
konservoitunut N-terminaalialue sekä voimakkaasti hydrofobinen C-terminaalialue,
jonka aminohapposekvenssin perusteella ryhmän bakteriosiinit voidaan jakaa eri
alaluokkiin. (Nissen-Meyer ym. 2009). Luokan II bakteriosiinien reseptorina on
mannoosin fosfotransferaasin permeaasi (Man-PTS), joka toimii glukoosin ja muiden
heksoosisokereiden kuljetusjärjestelmänä useimpaan eri sukuun kuuluvilla bakteereilla,
kuten Listeria, Enterococcus ja Lactobacillus. Man-PTS koostuu neljästä erillisesta
transmembraaniproteiinista (IIA-IID), jotka yhdessä muodostavat kuljetuskanavan. On
selvitetty, että Man-PTS:n alayksikkön IIC vuorovaikutus luokan IIa bakteriosiinien
kanssa muuttaa kanavan laajaksi huokoseksi, mahdollistaen muun muassa ionien ja
pienten molekyylien kulkeutumisen ulos solusta. (Diep ym. 2007, Kjos ym. 2010, Kjos
ym. 2011). Tämän ryhmän bakteriosiinien samankaltaisuudesta huolimatta, niiden kyky
tappaa erilaisia kohdesoluja vaihtelee suuresti peptidien välillä (Nissen-Meyer ym.
2009).
Luokan IIb bakteriosiinit rakentuvat kahdesta eri peptidistä, joiden geenit sijaitsevat
peräkkäin samassa operonissa. Optimaalisen antimikrobisen vaikutuksen saavut-
tamiseksi tarvitaan molempien peptidien läsnäoloa samassa suhteessa. Kaikkien
tutkittujen kahden peptidin bakteriosiinien antimikrobinen vaikutus perustuu
kohdesolun sytoplasmisen membraanin läpäisevyyden lisäämiseen, mikä johtaa pienten
molekyylien ja ionien vuotamiseen ulos solusta. Samanlaisesta toimintamallista
huolimatta on havaittu että useimmat bakteriosiinit ovat erikoistuneet vain tietyille
molekyyleille. (Nissen-Meyer ym. 2010).
Laktokoksiini G, joka on ollut ensimmäinen tunnistettu kahden peptidin
bakteriosiini, aiheuttaa vain tiettyjen yhdenarvoisten kationien ulosvirtauksen
kohdesolusta, kuten Na+, K+, Li+, Cs+, Rb+. Puolestaan kahdenarvoiset kationit, anionit
ja H+ jäävät solun sisälle eivätkä pysty kulkeutumaan membraanin läpi. (Moll ym. 1996,
Moll ym. 1998). Plantarisiinit E/F ja J/K ovat myös erikoistuneet vaikuttamaan yhden-
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arvoisten kationien, mukaan lukien vetyionin, kulkeutumiseen membraanin läpi (Moll
ym. 1999). Laktasiini F -bakteriosiini vaikuttaa puolestaan vain kaliumionien ja
fosfaattien ulos vuotamiseen kohdesolusta (Abee ym. 1994).
On todennäköistä, että kahden peptidin bakteriosiinit muodostavat sytoplasmisen
membraanin läpäisevän helix-rakenteen, joka sitoutuu tiettyyn membraanin
reseptoriproteiiniin, mahdollistaen spesifisten huokosten muodostumista (Nissen-Meyer
ym. 2010). Tällaisen, soluseinäsynteesiin osallistuvan, UppP-fosfataasiproteiinin
(undecaprenyl pyrophosphate phosphatase) on osoitettu toimivan reseptorina
laktokoksiini G ja enterosiini 1071 -bakteriosiineille (Kjos ym. 2014). Aikaisemmin
UppP-proteiinin todettiin osallistuvan basitrasiiniantibiootin resistenssiin kliinisesti
merkitsevässä Enterococcus faecalis -bakteerissa (Shaaly ym. 2013). UppP-proteiiniin
sitoutuvien bakteriosiinien käyttö voisi täten lisätä patogeenisen bakteerin herkkyyttä
basitrasiinille.
Luokkaan IIc kuuluvat sykliset bakteriosiinit vaikuttavat sytoplasmisen
membraanin läpäisevyyteen mahdollistaen pienten molekyylien vuodon solun
ulkopuolelle. Mahdollisesti bakteriosiinien syklinen rakenne auttaa ylläpitämään
peptidien aktiivisen kolmiulotteisen rakenteensa sekä proteolyysiresistenssin. (Nissen-
Meyer ym. 2009, Martin-Visscher ym. 2011). Tähän mennessä syklisistä
bakteriosiineista on tunnistettu ainoastaan Lactococcus garvieae DCC43 -kannasta
eristetyn garvisiini ML -bakteriosiinin mahdollinen reseptori. Gabrielsen ym. (2012)
tutkimuksessa todettiin, että garvisiinin ML antimikrobinen vaikutus perustuu
bakteriosiinin ja maltoosin ABC-kuljetusproteiinin vuorovaikutukseen.
Yhden peptidin lineaarisista bakteriosiineista, jotka eivät muistuta
pediosiinikaltaisia bakteriosiineja, eniten tutkittu on laktokoksiini A. Vaikka tämän
antimikrobisen peptidin aminohapposekvenssi eroaa pediosiininkaltaisisita
bakteriosiineista, sen toimintamalli muistuttaa luokan IIa peptidejä. (van Belkum ym.
1991). Laktokoksiini A käyttää Man-PTS permeaasia reseptorina, mutta toisin kuin
pediosiinikaltaisten bakteriosiinien kohdalla, laktokosiini A tunnistaa samanaikaisesti
kaksi Man-PTS:n alayksikköä (IIC ja IID). Todennäköisesti monimutkaisemman
bakteriosiinin ja reseptorin vuorovaikutuksen ansiosta laktokoksiinin antimikrobinen
vaikutus on kapea-alaisempi verrattuna luokan IIa bakteriosiineihin ja kohdistuu
ainoastaan Lactococcus -suvun bakteereihin. (Kjos ym. 2010). Uzelac ym. (2013)
tutkimuksessa selvitettiin puolestaan Lactococcuc lactic subsp. lactis BGMN1-5  -
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kannan tuottaman LsbB -bakteriosiinin reseptoriproteiini, joka osoittautui sinkkiä
sitovaksi metallopeptidaasiksi. Muista luokan IId bakteriosiineista laktisiini Q ja
laktokoksiini 972 -peptidien toimintamallit ovat osoittautuneet ainutlaatuisiksi.
Laktokokkien laktisiini Q on ainoa grampositiivisten bakteerien tuottama
bakteriosiini, joka pystyy muodostamaan halkaisijaltaan 4,6–6,6 nm leveitä toroidin
muotoisia huokosia (toroidal-pore model) kohdesolujen membraanin (Yoneyama ym.
2009b). Isojen huokosten läpi pääsee virtaamaan niin pieniä molekyylejä kuin
isompiakin proteiineja solun ulkopuolelle johtaen kohdeorganismin kuolemaan. Lisäksi,
toisin kuin useimpien muiden bakteriosiinien, laktisiinin Q aktiivisuus ei vaadi
reseptorikohtaista sitoutumista kohdesoluun (Yoneyama ym. 2009a). Laktokoksiini 972
-bakteriosiinin antibakteerinen vaikutus perustuu puolestaan vain kohdesolujen
kasvunestoon. Laktokoksiinin 972 toimintamekanismia tarkastellaan yksityis-
kohtaisemmin seuraavassa kappaleessa.
2.5 Laktokoksiini 972 -bakteriosiini
Laktokoksiini 972 (Lactococcin 972, Lcn 972) on Lactococcus lactis sp. lactis IPLA
972 -kannan tuottama kapea-alainen bakteriosiini, jonka antimikrobinen vaikutus
rajoittuu ainoastaan laktokokkeihin. (Martínez ym. 1996). Alun perin Lactococcus lactis
IPLA 972 -kanta eristettiin espanjalaisesta kotitekoisesta juustosta. Tutkimuksessa
etsittiin uusia Lactococcus -suvun bakteereita, joilla olisi antimikrobista aktiivisuutta.
(Martínez ym. 1995).
Lcn 972 -bakteriosiinin esiaste on 91 aminohapon pituinen peptidi, joka sisältää 25
aminohapon signaalipeptidin. Aktiivinen 66 aminohapon (7,5 kDa) kokoinen Lcn 972 -
polypeptidi muodostaa suotuisissa olosuhteissa heikosti sitoutuneen homodimeerin.
Bioanalyysin perusteella bakteriosiinin antimikrobinen aktiivisuus säilyy ainoastaan
peptidin ollessa homodimeerin muodossa. Lcn 972 hajoaa herkästi kahdeksi peptidiksi
jo 50 ºC:ssa tai liian alhaisessa (< 4) pH:ssa. Laktokoksiini 972 on kuitenkin tolerantti
useimmille proteaaseille. (Martínez ym. 1996).
Laktokoksiini 972 on sijoitettu luokkaan IId (Ouwehand ja Vesterlund 2004), mutta
sen antimikrobinen vaikutustapa eroaa muista tunnetuista bakteriosiineista. Toisin kuin
muiden luokan II bakteriosiinien, laktokoksiinin 972 bakteriosidinen vaikutus ei perustu
sytoplasmisen membraanin läpäisevyyden häiritsemiseen vaan peptidoglykaanin
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biosynteesin estoon. Laktokoksiinin 972 on todettu sitoutuvan erityisesti lipidi II -
molekyyliin (Martínez ym. 2008).
Laktokoksiini 972 -bakteriosiinin vaikutus rajoittuu ainoastaan septumin
biosynteesiin. Toisin kuin muut lipidiin II sitoutuvat bakteriosiinit, kuten
lantibiootteihin kuuluvat nisiini ja mersasidiini, Lcn 972 ei aiheuta soluseinän
ohenemista eikä huokosten muodostumista. Vaikka laktokoksiini 972 ei suoranaisesti
tapa laktokokkeja, septumin puuttuminen jakautumisvaiheessa aiheuttaa soluissa
vakavat rakenteelliset muutokset, jotka puolestaan johtavat solujen kuolemaan.
Laktokoksiinin 972 vaikutus kuitenkin loppuu, kun kohdesolut ovat saavuttaneet kasvun
stationäärifaasin eikä solujen jakautumista enää tapahdu. (Martínez ym. 2000).
2.6 Lipidi II
Peptidoglykaanin rakentuminen alkaa bakteerin plasmamembraanin sytosolin puolella.
Uridiinidifosfaateilla aktivoidut N-asetyyliglukosamiini (GlcNAc) ja N-asetyyli-
muramiinihappo (MurNAc) yhdistyvät lipidiosaan, polyisoprenoidiin, muodostaen
lipidin II (Kuva 2.). Lipidin II biosynteesin yhdesssä välivaiheessa N-asetyyli-
muramiinihappoon liitetään pentapeptidi, joka myöhemmin muodostaa poikittaisen
sillan toisen pentapeptidin kanssa peptidoglykaanin rakenteessa. (Breukink & Kruijff
2006, Kruijff ym. 2008)
Kuva  2.  Lipidi  II  -molekyylin  rakenne.  G  -  GlcNAc,  M  -  MurNAc,  A  -  alaniini,  E  -
glutamiinihappo, K - lysiini, Pi -fosfaatti. Punaiset viivat osoittavat 1) glykopeptidi-
antibioottien (esim. vankomysiinin), 2) nisiinin ja 3) mersasidiinin sitoutumiskohdat.
Kuva on muokattu Breukink & Kruijff artikkelista (2006).
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Lipidi II toimii puolestaan GlcNAc ja MurNAc -sokereiden kantajana
plasmamembraanin yli ekstrasellulariseen tai periplasmiseen tilaan, missä
sokeripentapeptidiyksikkö siirtyy osaksi jo valmista peptidoglykaaniketjua. Lipidin II
hiilivetyketju muodostuu kahdeksasta isopreeniyksiköistä ja toimii
membraaniankkurina. Lipidi II -molekyylin translokaatio sytoplasmisen membraanin
ulkopinnalle on viimeinen välivaihe peptidoglykaanin biosynteesissä. Luovutettuaan
peptidoglykaanin rakenneosat, polyisoprenoidiankkuri palaa sytosolin puolelle ja
aloittaa uuden syklin. (Breukink & Kruijff 2006, Kruijff ym. 2008)
Lipidi II -molekyylilla on tärkeä rooli antimikrobisten aineiden vaikutuksessa
grampositiivisia bakteereita vastaan. Useat antibiootit ja bakteriosiinit käyttävät lipidi II
-molekyyliä ensisijaisena kohteena joko peptidoglykaanisynteesin estämiseksi tai
muodostaakseen kohdesolulle vahingollisia huokosia sytoplasmiseen membraaniin.
Vankomysiini on ollut ensimmäinen löydetty glykopeptidoantibiootti, joka sitoutuu
lipidi II -molekyyliin. (Breukink & Kruijff 2006). Nykyään kuitenkin vankomysiinin ja
muiden glykopeptidoantibioottien teho on heikentynyt bakteerien lisääntyneen
antibioottiresistenssin myötä. Lipidi II-molekyyliin sitoutuvista bakteriosiineista
erityisesti lantibiootit tarjoavat mahdollisuuden kehittää uusia antimikrobisia lääkkeitä
antibioottiresistentteja bakteerikantoja vastaan.
2.7 Rekombinanttiproteiinien tuottoon vaikuttavia tekijöitä E. coli -bakteerissa
Escherichia coli on yksi käytetyimmistä mikro-organismeista rekombinanttiproteiinien
tuotannossa. E. coli -bakteerin nopea lisääntyminen ja suuri kasvutiheys sekä kyky
kasvaa yksinkertaisella kasvatusalustalla tekevät bakteerista erinomaisen isännän
heterologisten geenien ekspressointiin. E. coli -bakteerin genomi on laajasti tutkittu,
mikä mahdollistaa luoda juuri halutulle proteiinituotannolle sopivan mutanttikannan.
Lisäksi rekombinanttiproteiinien tuotannolle E. coli -bakteerissa on saatavilla suuri
määrä erilaisia kloonausvektoreita eri valmistajilta. (Baneyx 1999, Sørensen &
Mortensen 2005).
Yleisin tapa heterologisten geenien ilmentämiseen E. coli -bakteerissa on
kloonausvektoreiden eli plasmidien käyttö. Plasmidin geneettiset ominaisuudet ja
yhteensopivuus käytetyn E. coli -kannan kanssa ovat olennaisia onnistuneessa
rekombinanttiproteiinien tuotannossa (Sivashanmugam ym. 2009). Yleisesti kaikki
ekspressioplasmidit sisältävät replikaation aloituskohdan (ori, origin of replication),
24
selektoivan markkerin, kuten antibioottiresistenssigeenin, promoottorin, translaation
aloituskohdat (TIRs, translation initiation regions) sekä transkription ja translaation
terminaattorit (Sørensen & Mortensen 2005).
Toinen tapa tuottaa rekombinanttiproteiineja on liittää haluttu geeni suoraan E. coli
-bakteerin kromosomiin esimerkiksi bakteriofaagikuljettimen avulla.
Rekombinanttiproteiinien saanti jää yleensä kuitenkin pienemmäksi verrattuna
ekspressioplasmidien käyttöön. Vaikka geenin määrä kromosomissa voidaankin nostaa
jopa 40 kopioon, on huomattu, että DNA-fragmentti pysyy usein epästabiilina. Lisäksi
menetelmä on yleensä vaativa ja aikaa vievä. (Baneyx 1999).
Saavuttaakseen heterologisten geenien ilmentymisen ja rekombinanttiproteiinien
tehokkaan tuotannon kloonausvektorilla on otettava erityisesti huomioon promoottorin
ominaisuudet. Vahvan promoottorin avulla rekombinanttiproteiinien määrä voi nousta
yli 30 % solun kokonaisproteiinimäärästä (Makrides 1996). Lisäksi erityisesti
isäntäsolulle toksisten proteiinien tuotannossa on oleellista, että promoottorin toimintaa
säätelee tehokas repressori. Myös promoottorin yksinkertaisesta ja helposta
indusointimenetelmästä on hyötyä rekombinanttiproteiinien tuotannossa.
Promoottorin lisäksi geenien transkriptiota säätelevät transkription terminaattorit.
Ne ovat tiettyjä DNA-sekvenssin jaksoja geenien tai operonien jälkeen, joiden tehtävänä
on saada aikaan syntetisoidun lähetti-RNA:n irtoaminen RNA-polymeraasista
(Makrides 1996). Toisin sanoen ne estävät plasmidin yhtäjaksoista transkriptiota
rajoittaen  sitä  vain  olennaisten  geenien  kohdalle.   Lisäksi  terminaattoreilla  on  todettu
olevat lähetti-RNA:n rakennetta tasapainottava vaikutus (Sørensen & Mortensen 2005).
Transkription terminaattorit jaetaan Rho-riippuvaisiin ja -riippumattomiin, joista
ensimmäiset vaativat Rho-tekijänä tunnetun entsyymin ja jälkimmäiset muodostavat
silmukkarakenteen (Makrides 1996).
Translaation säätelyssä translaation aloitus- ja lopetuskohdat, translaatiota edistävät
sekvenssit sekä lähetti-RNA:n rakennetta ylläpitävät tekijät ovat keskeisimmissä
rooleissa. Translaatio alkaa ribosomin sitoutumiskohdasta, joka sisältää Shine-
Dalgarno-sekvenssin (SD) sekä aloituskodonin. On selvitetty, että 91 % E. coli -
bakteerin geeneissä aloituskodonina on ATG ja optimaalinen translaation aloituskohdan
SD-sekvenssi on TAAGGAGG. (Ringquist ym. 1992, Makrides 1996).
Lopetuskodoneista TAA on eniten esiintyvä E. coli -bakteerissa. Lisäksi on havaittu,
että proteiinisynteesin lopetuksesta vastaavat proteiinit (RFs, release factors) tunnistavat
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parhaiten sekvenssin, jossa TAA-lopetuskodonia seuraa tymidiininukleotidi. (Poole ym.
1995).
Useimmat tutkimukset ovat osoittaneet, että translaatiota voidaan tehostaa
lisäämällä tiettyjä sekvenssejä SD-kohdan läheisyyteen (Makrides 1996). E. coli -
bakteerista on löydetty muun muassa uridiinirikkaat sekvenssikohdat, joilla todettiin
olevan välitön vaikutus translaation tehokkuuteen (Zhang & Deutscher 1992). Lähetti-
RNA:n rakenne taas on puolestaan herkästi hajoava ja nukleiinihapon puoliintumisaika
vaihtelee 20 sekunnista 50 minuuttiin. Lähetti-RNA:n hajoamisesta vastaavat yleensä
useat eri RNaasit, mukaan lukien RNase E, RNase K ja RNase III -endonukleaasit.
(Belasco 1993). E. coli -bakteeri käyttää lähetti-RNA:n suojaamiseen 5’ ja 3’ -pään
transloimattomia alueita, jotka muodostavat silmukkarakenteita vähentäen RNaasien
sitoutumista ja siten pidentäen lähetti-RNA:n puoliintumisaikoja. (Bechhofer 1993,
Higgins ym. 1993)
Rekombinanttiproteiineja voidaan tuottaa E. coli -bakteerin solun ulkopuolelle sekä
sytoplasmiseen tai periplasmiseen tilaan. Jokaisessa tuotantotavassa on sekä omanlaiset
hyödyt että haasteet. (Sørensen & Mortensen 2005). Ekstrasellulaarisessa tuotannossa
merkittävä etu on mahdollisuus eristää ja puhdistaa rekombinanttiproteiinit suoraan
kasvatusliemestä. Lisäksi proteiineja pilkkovien proteaasien määrä solun ulkopuolella
on huomattavasti pienempi ja proteiinien oikeanlainen laskostuminen on
todennäköisempää. Valitettavasti ekstrasellulaarinen tuotanto osoittautuu usein hyvin
vaikeaksi ja E. coli -bakteerin tuottamien rekombinanttiproteiinien määrä pysyy yleensä
alhaisena. (Makrides 1996, Mergulhão ym. 2005, Swartz 2001)
Sytoplasmisessa tuotannossa usein muodostuvat inkluusioelimet (inclusion bodies)
tarjoavat rekombinanttiproteiineille suojan solun proteaaseja vastaan. Inkluusioelimet
muodostuvat lähes kokonaan väärin laskostuneista heterologisesti tuotetuista
proteiineista, jotka ovat kerääntyneet liukenemattomiksi tiiviiksi jyväsiksi, sekä pienestä
määrästä solun omia proteiineja ja fosfolipidejä (Gasser ym. 2008). Proteiinien eristys
inkluusioelimistä on suhteellisen helppoa ja proteiinien konsentraatio pysyy korkeana.
Inkluusioelimet suojaavat myös tuotantoisäntää niiltä rekombinanttiproteiineilta, jotka
aktiivisessa muodossa ovat myrkyllisiä solulle. Toisaalta inkluusioelimistä eristetyt
proteiinit menettävät usein biologisen aktiivisuutensa, johtuen vääränlaisesta
laskostumisesta ja mahdollisten rikkisiltojen puuttumisesta. (Baneyx & Mujacic 2004,
Makrides 1996). Kaikki E. coli -kannat eivät kuitenkaan ole yhtä herkkiä
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muodostamaan inkluusioelimiä, ja monesti yksinkertaisempien proteiinien solunsisäinen
tuotanto voi olla erittäin tehokasta.
Rekombinanttiproteiinien periplasmisessa tuotannossa inkluusioelimien muodostu-
minen on myös mahdollista (Swartz 2001), erityisesti, jos tuotettu rekombinantti-
proteiini on haitallinen E. coli -solulle. Pääasiassa proteiinien puhdistus periplasmisesta
tilasta on yksinkertaisempaa verrattuna solunsisäiseen tuotantoon, sillä periplasmisessa
tilassa esiintyy alle 4-8 % solun kokonaisproteiinimäärästä (Park & Lee 1998).
Proteiinien oikea laskostuminen on myös varmempaa happamassa periplasmisessa
tilassa (Jalalirad 2013). Lisäksi periplasmisen tilan proteaasien määrä on pienempi kuin
sytoplasmissa, ja rekombinanttiproteiinien hajoamista tapahtuu huomattavasti
harvemmin. (Park & Lee 1998, Sørensen & Mortensen 2005).
Rekombinanttiproteiinien tuottaminen periplasmiseen tilaan vaatii signaalipeptidin,
joka ohjaa proteiinin sisemmän membraanin läpi. Signaalipeptidi yleensä irtoaa
rekombinanttiproteiinista translokaation aikana. Signaalipeptidin lisäksi translokaatioon
osallistuvat myös lukuisat muut proteiinisiirtomekanismit. Myös signaalipeptidin,
rekombinanttiproteiinin ja isäntäkannan yhteensopivuudella on suuri merkitys
proteiinituotannossa. (Makrides 1996, Yoon ym. 2009).  Proteiinien periplasmiseen
tilaan tuottamiseen haittapuolina pidetään yleensä mahdollista epätäydellistä
translokaatiota, mikä voi johtaa rekombinanttiproteiinien alhaisempiin saantimääriin.
(Baneyx 1999, Makrides 1996).
3. TUTKIMUKSEN TAVOITTEET
Lactococcus lactis N8 -bakteerin koko genomi on sekvensoitu professori M. Qiaon
laboratoriossa Kiinassa (Prof. Mingqiang Qiao, Nankai University, Tianjin, Kiina). Työ
on tehty osana professorien Per Saris ja Mingqiang Qiao L. lactis N8 -genomiprojektia.
L. lactis N8 -bakteerin genomista löydettiin uusi mahdollinen bakteriosiinioperoni, jota
ei ole tutkittu aikaisemmin. Operoniin kuuluu bakteriosiinigeenin lisäksi ABC-
kuljettimen geenit. Bakteriosiinin tutkimukset aloitettiin sekä Helsingin että Nankain
yliopistoissa. Uudelle antimikrobiselle peptidille annettiin työnimi ”enkasiini”
(”encacin”) L. lactis N8 -kannan suomenkielisen lausunnan mukaan.
L. lactis N8 tuottaa toista bakteriosiinia, nisiiniä, mikä vaikeuttaa uuden
antimikrobisen peptidin tutkimista. Uutta bakteriosiinia on yritetty tuottaa toisessa
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L. lactis -isäntäkannassa, mutta, valitettavasti, bakteeri kuoli hyvin nopeasti. Enkasiinia
on yritetty tuottaa myös Escherichia coli -bakteerissa kloonamalla bakteriosiinigeenit
laktokokkipromoottorin alle. E. coli pystyi tuottamaan aktiivista bakteriosiinia, mutta
tuottomäärät jäivät niin pieniksi, että bakteriosiinin tarkempi tutkiminen ei ollut
mahdollista.
Tämän tutkimuksen tavoitteena oli tuottaa ja karakterisoida uutta Lactococcus lactis
-bakteerista löydettyä antimikrobista peptidiä, enkasiinia. Koska L. lactis N8
ABC-kuljettimen geenissä oli havaittu mutaatio, työhön valittiin L. lactis NCDO 1404 -
kanta, josta on löydetty sama, mutta ehjä bakteriosiinioperoni.  Lisäksi tutkittiin
L. lactis IL1403 -kantaa, jonka enkasiinigeeni on hieman erilainen. Työn ensimmäisessä
vaiheessa oli tarkoitus kloonata enkasiinigeenit E. coli -bakteeriin plasmidivektorin
avulla. Bakteriosiinien tuottomäärän parantamiseksi päätettiin valita vektori, jossa oli
vahva indusoituva promoottori. Bakteriosiineja yritettiin tuottaa E. coli -bakteerissa
sekä erittyvänä että solunsisäisesti. Lisäksi oli tarkoitus tutkia enkasiinigeenien
yleisyyttä L. lactis -bakteereilla.
4. MATERIAALIT JA MENETELMÄT
4.1 Bakteerikannat, plasmidit ja kantojen kasvatusolosuhteet
Kiinteiden elatusaineiden hyytelöimisaineena käytettiin 1,5 % BD DifcoTM agaria
(Difco,  Becton  Dickinson  and  Company  Sparks,  MD,  USA). Escherichia coli -
rekombinanttikannat (Taulukko 2.) kasvatettiin Luria-Bertani-agar-maljoilla [LB; 10g/l
tryptonia (BactoTM, Becton Dickinson and Company Sparks) 5 g/l hiivauutetta
(BactoTM),  10 g/l  NaCl] tai  -liemessä ravistelussa +37 °C:ssa. E. coli -transformanttien
selektioon ja plasmidien (Taulukko 3.) ylläpitämiseen isäntäsolussa kasvualustaan
lisättiin 100 µg/ml ampisillinia (Amp100).
Esikasvatetuista plasmidivektoria pASG-IBA4 kantavista ECO 796–797 ja ECO
807–812 -kannoista tehtiin uusi siirostus LB + Amp100 -liemeen ja annettiin kasvaa 4-5
tuntia, jonka jälkeen bakteerit indusoitiin 0,2 µg/ml anhydrotetrasykliinillä (ATC) ja
kasvatettiin vielä 5-6 tuntia. Plasmidivektoria pCR4-TOPO kantavat ECO 792 ja
ECO 801 -kannat kasvatettiin edellä kuvatulla tavalla ja indusoitiin 0,5 mM IPTG:llä
(isopropyyli-β-D-galaktopyranosidi). Lactococcus lactis -kannat (Taulukko 2.)
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kasvatettiin M17-agar-maljoilla tai M17-liemessä (Oxoid Ltd., Basingstoke, UK), johon
oli lisätty 0,5 % (w/v) glukoosia (M17G) + 30 °C:ssa yhdestä kolmeen vuorokautta.
Micrococcus luteus -bakteerin kasvualustana käytettiin LB-elatusainetta ja
kasvulämpötilana oli +37 °C.
Taulukko 2. Tutkimuksessa käytetyt bakteerikannat.
Bakteerikanta Olennainen ominaisuus / käyttö Lähde / Viite
E. coli ABLE® K Transformaation isäntäkanta Stratagene, CA, USA
E. coli TG1 Transformaation isäntäkanta Sambrook ja Russell 2001
E. coli ECO 762 TG1 pLEB735-plasmidin kantajana Liu 2014
E. coli ECO 792 TG1 pLEB 780-plasmidin kantajana Tämä työ
E. coli ECO 796 TG1 pLEB 785-plasmidin kantajana Tämä työ
E. coli ECO 797 TG1 pLEB 786-plasmidin kantajana Tämä työ
E. coli ECO 801 ABLE K pLEB 793-plasmidin kantajana Tämä työ
E. coli ECO 807 ABLE K pLEB 796-plasmidin kantajana Tämä työ
E. coli ECO 808 TG1 pLEB 797-plasmidin kantajana Tämä työ
E. coli ECO 809 TG1 pLEB 798-plasmidin kantajana Tämä työ
E. coli ECO 810 TG1 pLEB 799-plasmidin kantajana Tämä työ
E. coli ECO 811 ABLE K pLEB 800-plasmidin kantajana Tämä työ
E. coli ECO 812 ABLE K pLEB 801-plasmidin kantajana Tämä työ
L. lactis NCDO 497 nisiinintuottaja, encA/B seulonta Hirsch 1951
L. lactis NCDO 1402 nisiinintuottaja, encA/B seulonta Aplin & Barrett, UK 1960
L. lactis NCDO 1403 nisiinintuottaja, encA/B seulonta Aplin & Barrett, UK 1960
L. lactis NCDO 1404 nisiinintuottaja, encA -geeni Aplin & Barrett, UK 1960
L. lactis GRS 56 nisiinintuottaja, encA/B seulonta Valio Ltd, Suomi
L. lactis GRS 57 nisiinintuottaja, encA/B seulonta Valio Ltd, Suomi
L. lactis GRS 58 nisiinintuottaja, encA/B seulonta Valio Ltd, Suomi
L. lactis MG1614
L. lactis  N8
indikaattorikanta
nisiinintuottaja, indikaattorikanta,
encA -geeni
Gasson 1983
Valio Ltd, Suomi
L. lactis LM0230 nisiinintuottaja, encA/B seulonta Efstathiou ja McKay 1976
L. lactis ATCC 7962 nisiinintuottaja, indikaattorikanta,
encA/B seulonta
Schleifer ym. 1985
L. lactis FI5876 nisiinintuottaja, encA/B seulonta Horn ym. 1991
L. lactis NZ9700 nisiinintuottaja, encA/B seulonta Kuipers ym. 1993
L. lactis SAA 208 IL1403 johdannainen, encB -geeni Poquet ym. 2000
L. lactis SAA 209 IL1403 johdannainen, encB -geeni Poquet ym. 2000
L. lactis TML01 encA/B seulonta Li ym. 2011
M. luteus
NCIMB8166
indikaattorikanta Microbiologics™, Fisher
Scientific Inc, USA
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Taulukko 3. Tutkimuksessa käytetyt ja tutkimuksen aikana valmistetut plasmidit.
Plasmidi Olennainen ominaisuus Lähde
pLEB 780 encB omalla signaalisekvenssillä pCR4-TOPO-vektorissa;
AmpR
Tämä työ
pLEB 785 encA OmpA signaalisekvenssillä pASG IBA4-vektorissa AmpR Tämä työ
pLEB 786 encB OmpA signaalisekvenssillä pASG IBA4-vektorissa AmpR Tämä työ
pLEB 793 encA omalla signaalisekvenssillä pCR4-TOPO-vektorissa;
AmpR
Tämä työ
pLEB 796 His6-IEGR-encA ilman signaalisekvenssiä pASG IBA4-
vektorissa; AmpR
Tämä työ
pLEB 797 His6-IEGR-encB ilman signaalisekvenssiä pASG IBA4-
vektorissa; AmpR
Tämä työ
pLEB 798 His6-IEGR-encA OmpA signaalisekvenssillä pASG IBA4-
vektorissa; AmpR
Tämä työ
pLEB 799 His6-IEGR-encB OmpA signaalisekvenssillä pASG IBA4-
vektorissa; AmpR
Tämä työ
pLEB 800 encA ilman signaalisekvenssiä pASG IBA4-vektorissa; AmpR Tämä työ
pLEB 801 encB ilman signaalisekvenssiä pASG IBA4-vektorissa; AmpR Tämä työ
pASG IBA4 kloonausvektori indusoituvalla tet promoottorilla; AmpR;
3,1 kb
StarGate®,
Saksa
pCR4-TOPO T/A kloonausvektori indusoituvalla lac promoottorilla; AmpR;
4,0 kb
InvitrogenTM,
USA
4.2 DNA:n käsittelyt
4.2.1 Polymeraasiketjureaktio
Enkasiinioperonin geenien ja vektorin eristykset sekä transformanttipesäkkeiden
seulonta suoritettiin polymeraasiketjureaktiolla (PCR, polymerase chain reaction) (Liite
1.) Mastercycler Eppendorf (Hampuri, Saksa) -laitteella. Plasmidivektori pASG-IBA4
monistettiin aiemmin tehdystä pLEB 735 -plasmidista. Reaktioiden polymeraasi-
entsyymeinä käytettiin Taq DyNAzymeTM II DNA-polymeraasia (Thermo Fisher
Scientific Inc, Waltham, MA, USA) sekä Phusion High-Fidelity DNA-polymeraasia
(Thermo Fisher Scientific Inc.). Verrattuna Taq-polymeraaseihin, Phusion HF tuottaa
vähemmän satunnaisia mutaatioita DNA:han PCR-reaktion aikana.
Taq-polymeraasin PCR-reaktioseokset sisälsivät 1 x DyNAzymeTM puskuria,
0,2 mM dNTP-nukleotideja (Thermo Fisher Scientific Inc.), 0,5 µM etenevää aluketta,
0,5 µM vastakkaissuuntaista aluketta, 1 U DyNAzymeTM II DNA-polymeraasia ja
templaattina 1 µl DNA:ta tai bakteerimassaa 50 µl reaktiotilavuutta kohti. Työssä
käytetyt alukkeet ovat listattu Taulukossa 5. Phusion HF DNA-polymeraasin PCR-
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reaktioissa käytettiin 1 x Phusion HF puskuria (Thermo Fisher Scientific Inc.), 0,2 mM
dNTP-nukleotideja, 0,5 µM etenevää aluketta, 0,5 µM vastakkaissuuntaista aluketta, 1
U Phusion HF DNA-polymeraasia ja templaattina 1 µl DNA:ta tai bakteerimassaa 50 µl
reaktiotilavuutta kohti.
4.2.2 Päällekkäispidennetty polymeraasiketjureaktio
Päällekkäispidennetyssä polymeraasiketjureaktiossa (OE-PCR, overlap extension
polymerase chain reaction) käytettiin Phusion HF DNA-polymeraasia, jolla rakennettiin
fragmentti, joka koostui vektorista (pASG IBA4; ~3,1 kb) ja insertistä (encA tai encB;
243 bp). Phusion HF DNA-polymeraasi syntetisoi lineaarista tasapäistä DNA:ta, josta
itseligaation avulla rakennettiin haluttu plasmidi. OE-PCR suoritettiin kahdessa osassa:
ensimmäisessä reaktiossa monistettiin vektori ja insertti, ja toisessa reaktiossa ne
yhdistettiin.
OE-PCR-reaktiota varten suunniteltiin uudet alukkeet Enk F OE IBA ja IBAompR
OE Enk (Taulukko 5., Kuva 3.), jotka sisälsivät vektorin tai insertin sekvenssin lisäksi
ns. ulkonevan sekvenssin, joka pariutui vastavuoroisesti toisen PCR-tuotteen kanssa.
Poikkeuksena edellä kuvatuista reagenssien pitoisuuksista, toisen vaiheen OE-PCR-
reaktiossa DNA-templaatteina käytettyjen vektorin ja insertin PCR-tuotteiden tilavuudet
olivat 1 µl / reaktio, ja alukkeina olivat vektorin etenevä ja enkasiinigeenin
vastakkaissuuntainen aluke (Kuva 3.) Vektorin pitoisuus OE-PCR-reaktiossa oli
200 pg/µl ja insertin 15 pg/µl.
Kuva 3. Kaavakuva OE-PCR -reaktiossa käytetyistä alukkeista.
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4.2.3 Entsymaattiset reaktiot
4.2.3.1 Fosforylaatio T4 polynukleotidikinaasilla
PCR-reaktiossa muodostuneet tuotteet eivät sisältäneet fosfaattia DNA-juosteen 5’-
päässä, sillä työssä käytetyt alukkeet eivät ollut fosforyloituja. Vektoreiden ja inserttien
PCR-tuotteet sekä OE-PCR-reaktion lopputuotteet käsiteltiin T4 polynukleotidi-
kinaasilla  (PNK;  New  England  Biolabs,  Ipswich,  MA,  USA)  ligaatioon  tarvittavien
fosfaattimolekyylien lisäämiseksi. PNK-käsittely tehtiin 1 x T4 Polynucleotide Kinase
(10 U/µl, Thermo Fisher Scientific Inc.) -puskurissa + 37 °C lämpötilassa 30 minuutin
ajan, jonka jälkeen PNK-entsyymi inaktivoitiin + 67 °C:ssa 20 minuuttia. PNK-käsitelty
DNA käytettiin puhdistamattomana ligaatioreaktiossa, sillä ligaasientsyymi pystyy
toimimaan myös samassa puskurissa.
4.2.3.2 Ligaatio
Vektorin (pASG IBA4) ja insertin ligaatio tapahtui molaarisessa suhteessa 1:3. Vektorin
määrä ligaatioseoksessa oli noin 500 ng ja insertin 117 ng. Kokonais-DNA:n pitoisuus
seoksessa oli 20 ng/µl. OE-PCR-tuotteiden itseligaatiossa DNA:n pitoisuus oli 5 ng/µl.
Reaktioseoksessa käytettiin 1 U T4 DNA Ligase -entsyymiä (5 U/µl, Fermentas,
Thermo Fisher Scientific Inc.) ja 1 X T4 DNA ligaasipuskuria (Fermentas, Thermo
Fisher Scientific Inc.). Reaktion annettiin tapahtua tunnin ajan huoneenlämmössä.
Ligaatiotuotteet puhdistettiin Gene JET TM PCR purification Kit (Thermo Fisher
Scientific Inc.) -reagenssisarjalla.
4.3 Alukkeet ja sekvensointi
Tutkimuksessa käytetyt alukkeet (Taulukko 4.) suunniteltiin aikaisemmin saatujen
sekvenssien pohjalta. Alukkeet analysoitiin Oligo analyzer 3.0 (Integrated DNA
Technologies, Inc., Coralville, Iowa, USA) -ohjelmalla ja syntetisoitiin Oligomer Oy
(Helsinki, Suomi) yrityksessä. Osa alukkeista oli suunniteltu jo ennen tätä tutkimusta, ja
lisäksi alukkeet T3 ja T7 olivat kaupallisia sekvensointialukkeita. PCR-tuotteet ja
eristetyt plasmidit sekvensoitiin Biotekniikan instituutissa (Helsingin yliopisto).
Sekvensoinnin avulla varmistettiin tutkimuksessa tehtyjen kloonien oikeellisuus.
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Taulukko 4. Tutkimuksessa käytetyt alukkeet.
Alukkeen nimi Sekvenssi 5’-3’ Sitoutumis-
lämpötila
(Tm) °C
579 F OE trans TGTCCAGATAGAAACCGTTGTCTCTACGAC 68,1
Enk F OE IBA TAGCGCAGGCCATTAATCGTTCAACTTATTCTCAA
GGC
70,5
EnkB rev TTACCAACTTCTAGTGCCTAC 55,9
EnkB trans forw RBS AGGAGGTACAGAATGCAGATGAAAAAACATAAG 64,5
GRS55 enctrans seq ATCATTGACGGAAACCACAC 55,3
His Xa Enk noSS F CACCATCACCATCACCATATTGAAGGTCGCATTA
ATCGTTCA ACTTATTCTCAAGGC
75,2
IBA noSS rev CATTTTTTGCCCTCGTTATCTAG 57,1
IBA4 seq Forw TACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGG 64,2
IBA4 seq Rev GGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGG 60,6
IBAompR OE Enk GAACGATTAATGGCCTGCGCTACGGTAGCG 70,9
N8 trans Pst RBS Fw* ATCCTGCAGGAGGACATTGATGAGTGAAATGA 66,9
N8 trans Xba Rv* ACTTCTAGACTATCTGGACAATTCAACAACC 64,2
N8 972 no SS forw* ATTAATCGTTCAACTTATTCTCAAGGC 58,9
N8 972 RBSupst forw* GTTCTACAAAAGATTAGAAATT 49,1
N8 972 rev* TCACCACTGTTTGGTTTGAACTG 57,1
pASG IBA4 Forw CTGCGTCACGGATCTCCACG 63,4
SSompA rev GGCCTGCGCTACGGTAGCGA 65,5
T3 ATTACCCCTCACTAAAGGGA 53,2
T7 TAATACGACTCACTATAGGG 53,2
Trans Rev OE 579 GCACACGGTTTCTATCTGGACAATTCAACA 65,4
Tähdellä (*) merkityt alukkeet olivat suunniteltu ennen tätä tutkimusta.
4.4 His-tag-peptidin ja faktorin Xa katkaisukohdan liittäminen enkasiinigeeniin
Enkasiinin havaitsemisen ja puhdistamisen helpottamiseksi enkasiinigeeniin liitettiin
His6-peptidi PCR:n avulla (Kuva 4.). Tätä varten suunniteltiin uusi aluke HisXa enc
noSS F (Taulukko 5.), joka sisälsi kuusi histidiiniä koodaavaa kodonia sekä neljästä
kodonista muodostuvan faktorin Xa katkaisukohdan (I-E-G-R). Alukkeen 3’-päässä oli
27 bp pitkä enkasiinigeenin kanssa pariutuva jakso. Toinen, tätä työvaihetta varten
suunniteltu, vastakkaissuuntainen aluke IBA noSS rev (Taulukko 5.) muodostui
aloituskodonin (5’-) sekä ribosomin sitoutumiskohdan vastakkaisesta sekvenssistä.
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Kuva 4. Kaavakuva His6-rekombinanttiplasmidien rakentamisessa käytetyistä
alukkeista. RBS on ribosomin sitoutumiskohta, OmpA on signaalisekvenssi, IEGR on
faktorin Xa leikkauskohta.
Yhteensä rakennettiin neljä rekombinanttiplasmidia, joista kahdessa oli enkasiini A tai
enkasiini B -geeni ilman signaalisekvenssiä sekä kahdessa muussa enkasiini A tai B -
geeni OmpA- signaalisekvenssillä (Kuva 4.). PCR-reaktiossa käytettiin Phusion HF
DNA-polymeraasia ja templaatteina olivat OE-PCR:n avulla tuotetut rekombinantti-
plasmidit. Polymeraasiketjureaktiolla monistettiin koko plasmidi (~3,5 kb), joka
käsiteltiin PNK-entsyymillä ja lopuksi liitettiin rengasmaiseksi plasmidiksi ligaasi-
entsyymillä.
4.5 TOPO® TA-kloonaus
Omalla johtopeptidillä tuotetun enkasiinin ilmentymiseen E. coli -bakteerissa tehtiin
kaksi eri kloonia (SSencA, SSencB) TA-kloonausmenetelmällä. TOPO® TA-kloonaus
perustuu siihen, että Taq DNA-polymeraasilla monistetut PCR-tuotteet voidaan liittää
suoraan TOPO®-vektoriin käyttämättä ligaasia. PCR-reaktiossa Taq DNA-polymeraasi
liittää DNA-juosteen 3’-päähän yhden ylimääräisen adenosiinin. Lineaarisella TOPO®-
vektorilla on puolestaan ylimääräiset tymidiininukleotidit kummankin juosteen 3’-
päässä, mikä mahdollistaa insertin ja vektorin tehokkaan liittymisen toisiinsa.
Lisäksi vektoriin on liitetty topoisomeraasi I -entsyymi, jonka tarkoitus on estää
vektorin kaksijuosteisen DNA:n liiallisen kiertymisen samalla helpottaen uuden DNA-
fragmentin liittymisen. Topoisomeraasi I katkaisee fosfodiesterisidoksen vektorin tietyn
sekvenssin jälkeen (5’-CCCTT-3’) (Shuman, 1991). Tämä sekvenssi sijaitsee vektorin
molempien juosteiden 3’-päässä. Reaktiossa vapautunut energia käytetään
muodostamaan kovalenttisidos DNA:n 3’-pään fosfaatin ja topoisomeraasin tyrosyyli-
tähteen kanssa. Insertin liittyessä vektoriin fosfaatin ja tyrosyylin välinen sidos katkeaa
insertin DNA-juosteiden 5’-pään hydroksyyliryhmän vaikutuksesta ja topoisomeraasi
irtoaa (Shuman, 1994).
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TA-kloonaus suoritettiin TOPO® TA Cloning® Kit for Sequencing (Invitrogen Life
Technologies, Thermo Fisher Scientific Inc.) -reagenssisarjan valmistajan ohjeiden
mukaan. Kloonauksessa oli käytössä pCR™4-TOPO® TA -vektori (3956 bp; Liite 3.) ja
insertteinä oman signaalisekvenssin sisältävät enkasiinien A ja B puhdistetut PCR-
tuotteet. Reaktioliuos (6 µl) sisälsi 10 ng pCR™4-TOPO® -vektoria sekä 18 ng SSencA
tai  11  ng SSencB -PCR-tuotetta. Kloonauksessa käytettiin E. coli ABLE  K  -kantaa
enkasiini A:n ja E. coli TG1 -kantaa enkasiini B:n transformaatioon.
4.6 Nukleiinihappojen eristys ja puhdistus sekä pitoisuuden määrittäminen
Kaikki PCR-tuotteet ja ligaasientsyymillä liitetyt yhdistelmä-DNA-plasmidit
puhdistettiin Gene JET TM PCR  purification  Kit  (Thermo  Fisher  Scientific  Inc.)  -
reagenssisarjalla. Plasmidieristykseen käytettiin GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit
(Thermo Fisher Scientific Inc.)-reagenssisarjaa. RNA eristettiin GeneJETTM RNA
Purification Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.) -reagenssisarjalla. DNA-näytteiden
pitoisuus mitattiin NanoDropTM 1000-spektrofotometrillä (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA).
4.7. Agaroosigeelielektroforeesi
Polymeraasiketjureaktion tuotteet sekä eristetyt plasmidit tarkistettiin
agaroosigeelielektroforeesin avulla. Agaroosigeeli valmistettiin liuottamalla agaroosia
(Bioline Reagents Limited, Lontoo, UK) 1 x TAE-puskuriin (40 mM Tris, 20 mM
etikkahappo, 1 mM EDTA; pH 8,3; Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA),
johon lisättiin 0,5 μg/ml etidiumbromidia (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Agaroosigeelien
vahvuus oli tavallisesti 1 %, paitsi pienimpiä, alle 300 emäsparin pituisia DNA-jaksoja
tarkasteltiin 2,5 % agaroosigeelillä.
DNA-vertailu-standardeina käytettiin GeneRuler 50 bp DNA Ladder, GeneRuler
100 bp  Plus  DNA Ladder  tai  GeneRuler  1  kb  DNA Ladder  (Thermo Fisher  Scientific
Inc.) -molekyylikokostandardeja, riippuen tarkasteltavan DNA-juovan koosta.
Näytteiden latauspuskurina käytettiin geeliajoissa 1 x latauspuskuria (6 x Gel Loading
Dye, Thermo Fisher Scientific Inc.). Geelit kuvattiin Fluor S UV-laitteella (Bio-Rad
Laboratories, Inc.) Quantity One® -ohjelman (Bio-Rad Laboratories, Inc.) avulla.
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4.8 E. coli -kompetenttisolujen valmistus ja elektroporaatio
E. coli TG1 ja ABLE K -kompetenttisolujen valmistus tehtiin muokatulla Zabarovsky &
Winberg (1990) ohjeella. Yön yli LB-ravintoliemessä esikasvatetusta E. coli -
viljelmästä tehtiin 2 % suspensio 125 ml LB-ravintoliemeen. Bakteerisoluja kasvatettiin
+37 °C:ssa 2-3 tuntia, kunnes OD600 oli noin 0,5, minkä jälkeen solut sentrifugoitiin
7 min 7000 rpm + 4 °C:ssa Beckman Avanti™ J-25I -laitteella (Beckman Coulter, Inc.,
CA, USA) ja pestiin kolmesti 20 ml jääkylmällä 10 % glyserolilla. Viimeisen
sentrifugoinnin jälkeen solut suspensoitiin 0,5 ml jääkylmään 10 % glyseroliin ja
jaettiin 50 µl:n eriin. Elektrokompetenttisolut säilytettiin -70 °C:ssa.
E. coli -solujen elektroporaatiossa käytettiin 50 μl bakteerisoluja ja 5-10 μl ligaatio-
DNA:ta. Elektroporaatio tehtiin 2,5 kV jännitteellä, 200 Ω resistenssillä ja 25 μFD
kapasitanssilla Gene Pulser TM (Bio-Rad Laboratories, Inc.) ja Pulse controller (Bio-Rad
Laboratories, Inc.) -laitteilla. E. coli -solut  pidettiin  1  ml  SOC-liemessä  [2  %  (w/v)
tryptonia (BactoTM), 0,5 % (w/v) hiivauutetta (BactoTM), 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10
mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM glukoosia litrassa vettä] ravistelussa tunnin ajan
+37 °C:ssa. E. coli -SOC-liemestä tehtiin 10 % ja 90 % maljaviljelyt selektoiville
LB+Amp100-ravintoagarmaljoille. Maljat pidettiin yön yli +37 °C:ssa.
4.9 Periplasmisten proteiinien eristys
4.9.1 Osmoottinen shokki
Osmoottinen shokki on laajasti käytetty menetelmä periplasmisten proteiinien
eristämisessä. Menetelmän toimintaperiaate perustuu nopeaan osmoottisen paineen
vaihteluun bakteerisolun ympäristössä. Tyypillisesti bakteerisolut siirretään
korkeapitoiseen sakkaroosiliemeen ja odotetaan, että solun sisäinen ja ulkopuolinen
osmoottinen paine tasaantuu, jonka jälkeen sakkaroosipitoisuus lasketaan joko
laimentamalla liuosta tai siirtämällä solut toiseen liemeen, jossa ei ole sakkaroosia.
Tämän seurauksena sytosoliin muodostuu ylipaine, joka rikkoo osittain
solumembraaneja ja mahdollistaa erityisesti periplasmisessa tilassa olevien proteiinien
vapautumista solun ulkopuolelle. (Neu & Heppel 1965, Nossal & Heppel 1966).
Tässä työssä käytettiin kahta erilaista osmoottisen shokin ohjetta. Ensimmäisessä
ohjeessa (Thorstenson ym. 1997) solupelletti suspensoitiin 1:50 suhteessa alkuperäiseen
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kasvatusliemeen (4 ml) 80 µl:aan 0,5 M sakkaroosi, 0,2 M Tris-HCl (pH 8,0), 0,5 mM
EDTA, 0,1 mM PMSF -liuokseen. Bakteerisuspensio pidettiin jäillä 15 minuuttia ja
lisättiin 400 µl TE-puskuria (10 mM Tris, pH 8,0; 1 mM EDTA). Suspensio pidettiin
jäillä vielä 30 minuuttia, jonka jälkeen bakteerisuspensio sentrifugoitiin Sigma 1-14 -
laitteella (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz, Saksa) 5 minuuttia
5000 x g voimalla ja supernatantti kerättiin talteen.
Toisen ohjeen (Oganesyan 2009) mukaan suoritetussa osmoottisen shokin
menetelmässä solupelletti suspensoitiin 1:25 suhteessa ja Tris-HCl:n sijaan käytettiin
0,1 M Tris-asetaattipuskuria (pH 8,0). Erona edelliseen ohjeeseen myös sakkaroosiliemi
kerättiin talteen sentrifugoimalla Sigma 1-14 -laitteella 10 minuuttia 6000 x g voimalla,
ja solut suspensoitiin kylmään steriiliin veteen. Bakteeri-vesisuspensio pidettiin jäillä 15
minuuttia, minkä jälkeen kerättiin supernatantti, joka yhdistettiin sakkaroosiliemeen.
4.9.2 DOC-menetelmä
Periplasmismisia proteiineja voidaan vapauttaa solunulkoiseen tilaan käyttämällä eri
kemikaaleja alhaisissa konsentraatioissa. Yleisimpiä tähän tarkoitukseen käytettyjä
kemikaaleja ovat muun muassa Triton X-100, Tween 20, CTAB, EDTA ja DOC sekä
useat liuottimet kuten tolueeni, bentseeni ja isoamyylialkoholi. (Jalalirad 2013). Tässä
työssä periplasmisten proteiinien eristykseen käytettiin DOC-kemikaalia (sodium
deoxycholate), jonka on todettu olevat tehokas pienissä konsentraatioissa (0,025-0,1 %)
eikä vaikuttavan eristettyjen proteiinien aktiivisuuteen (Jalalirad 2013).
ECO 796 ja ECO 797 -kantojen bakteerisolut kerättiin Eppendorf-putkiin 1 ml
liemiviljelmistä sentrifugoimalla Sigma 1-14 -laitteella 3 minuuttia 14000 x g voimalla.
Solupelletit resuspensoitiin Tris-DOC-liuokseen (200 mM Tris, pH 7,5; 0,05 % DOC)
ja pidettiin huoneenlämmössä 1 tunnin ajan vorteksoiden joka 10 minuutti. Lopuksi
bakteerisuspensio sentrifugoitiin 5 min 14000 x g voimalla. Kerätty supernatantti
säilytettiin -20 °C:ssa.
4.10 RNA:n eristys ja RT-PCR
Enkasiinigeenin transkriptiota lähetti-RNA:ksi ECO 809–812 -kannoissa tutkittiin
käänteistranskriptiopolymeraasiketjureaktiolla (RT-PCR, reverse transcription
polymerase chain reaction). Edellisistä kasvatusajoista poiketen bakteerit kasvatettiin
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LB+Amp100-liemessä 2 tuntia, indusoitiin ATC:llä ja annettiin kasvaa vielä 1,5 tuntia.
Tämän jälkeen RNA:t eristettiin GeneJET RNA Purification Kit (Thermo Fisher
Scientific Inc.) -reagenssisarjalla valmistajan ohjeiden mukaan. Puhdistettu RNA
säilytettiin -20 °C:ssa.
Ennen RNA:n syntetisointia komplementaariseksi DNA:ksi (cDNA) tehtiin
DNaasi-käsittely hajottamaan mahdolliset DNA-kontaminaatiot. DNA:n
pilkkoutumiseen käytetiin RNaasi-vapaata DNaasia (DNase I, RNase-free #EN0521,
Thermo Fisher Scientific Inc.) ja käsittely tehtiin valmistajan ohjeiden mukaan. RNA:n
määrät reaktioliuoksessa vaihtelivat kannasta riipuen 0,34–0,75 µg välillä.
RNA käännettiin cDNA:ksi käänteiskopioijaentsyymin (RT) avulla käyttämällä
Maxima  H  Minus  First  Strand  cDNA  Synthesis  kit  (Thermo  Fisher  Scientific  Inc.)  -
reagenssisarjaa valmistajan ohjeiden mukaan. Varsinaisten RNA-näytteiden lisäksi
tehtiin myös negatiiviset vertailunäytteet, jotka eivät sisältäneet käänteiskopioija-
entsyymiä. Lisäksi tehtiin negatiivinen kontrolli ilman RNA-templaattia ja positiivinen
kontrolli  Control  GAPHD  RNA  (0,05  µg/µl,  1,3  kb,  Thermo  Fisher  Scientific  Inc.)  -
näytteestä, jonka RNA:n määrä reaktiossa oli 0,10 µg. Muiden näytteiden osalta RNA:n
määrä cDNA-synteesireaktiossa vaihteli 0,17–0,38 µg välillä.
Komplementaarisen DNA:n PCR tehtiin 25 µl:n reaktioliuoksissa, jotka sisälsivät 1
x DyNAzymeTM puskuria, 0,4 mM dNTP-nukleotideja, 1 µM kumpaakin aluketta, 1 U
DyNAzymeTM II DNA-polymeraasia ja templaattina 2 µl RNA:ta. Kannoille ECO 809
ja  ECO  811  (encA) käytettiin N8 972 noSS F - N8 972 rev -alukeparia, ja kannoille
ECO 810 ja ECO 812 (encB) N8 972 noSS F - EnkB rev -alukeparia. PCR-reaktion
alukkeiden kiinnittymislämpötilana oli + 56 ºC ja pidennysaika 40 sekuntia. Control
GAPHD RNA -kontrollin PCR reaktio tehtiin valmistajan ohjeiden mukaan.
4.11 His-tag-enkasiini-fuusioproteiinien eristäminen ja puhdistus
E. coli -solujen rikkomiseen käytettiin FastPrep®-24  (MP  Biomedicals,  LLC,  Santa
Ana, CA, USA) -laitetta ja pieniä lasihelmiä (B. Braun Biotech International, Saksa),
joiden halkaisija oli 0,10–0,11 mm. His6-enkasiini-fuusioproteiinien puhdistamiseen
käytettiin His-Bind® Quick 900 Cartridges (Novagen®, EMD Bioscience, Inc.,
Darmstadt, Saksa) -kolonneja ja HisPur™ Ni-NTA -resiiniä (Thermo Fisher Scientific
Inc.). Molempien menetelmien toiminta perustuu immobilisoituun metalliaffiniteetti-
kromatografiaan (IMAC, immobilized metal ion affinity chromatography).
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4.11.1 Soluhajotus FastPrep®-24 -laitteella
Yön yli kasvatetuista 4 ml indusoidusta bakteeriviljelmistä kerättiin solut
sentrifugoimalla  10  min  4696  x  g  voimalla  +  4  °C:ssa  Thermo  Scientific  SL  16R  -
sentrifuugilla (Thermo Fisher Scientific Inc.). Solupelletit suspensoitiin 1 x
sitomispuskuriin (1 x binding buffer, His-Bind Quick 900 cartridges, ks. kohta 4.11.2),
jos seuraavana työvaiheena oli proteiinipuhdistus His-Bind®-reaktiosarjalla, tai 50 mM
natriumfosfaattipuskuriin, jos tavoitteena oli tehdä proteiinipuhdistus HisPur™ Ni-NTA
resiinillä, SDS-PAGE tai immunoblottaus.
Solupelletti liuotettiin sopivaan puskuriin niin, että muodostuneessa suspensiossa
proteiinimäärä oli 1 mg. Näytteiden käsittelyssä seurattiin Geertsma ja Poolman -ohjeita
(2010) alla kerrotulla tavalla. Proteiinimäärän arvioinnissa käytettiin viitearvoa OD600 =
1, joka vastaa 0,3 mg/ml kokonaisproteiinia alkuperäisessä bakteeriviljelyssä. Liuotettu
solupelletti jaettiin Eppendorf-putkiin 400 µl eriin ja jokaiseen putkeen lisättiin 300 mg
lasihelmiä. Soluhajotus tehtiin kahdessa erässä FastPrep®-24-laitteen maksimaalisella
voimakkuudella 20 sekunnin ajan. Käsittelyjen välissä solut pidettiin jäillä 5 minuutin
ajan. Lopuksi lasihelmien annettiin painua pohjaan ja saman bakteerikannan
supernatantit kerättiin yhteen putkeen.
4.11.2 IMAC-proteiinierottelu
Immobilisoidussa affiniteettikromatografiassa käytetään metalli-ioneja kelatoivalla
reagenssilla käsiteltyä resiiniä sekä kahden- tai kolmenarvoisia metallien suoloja (Ni2+,
Cu2+, Zn2+, Fe3+), joihin fysiologisessa pH:ssa negatiivisesti varautunut histidiini
muodostaa ionisidoksen. Resiiniin tarttuneiden polyhistidiinifuusioproteiinien
irrottamiseen voidaan käyttää kolmea eri tapaa: (I) alentamalla eluutiopuskurin pH:ta,
jolloin histidiini saa positiivisen varauksen ja irtoaa metalli-ionista; (II) lisäksi voidaan
käyttää vahvaa metalli-ioneja kelatoivaa ainetta, esimerkiksi EDTA:ta, joka irrottaa
metalli-ionit resiinistä; (III) yleisemmin käytetty tapa on kuitenkin lisätä metalli-ioniin
sitoutumisesta kilpailevan yhdisteen konsentraatiota niin, että se lopulta syrjäyttää
resiiniin sitoutuneet polyhistidiinifuusioproteiinit. Tällaisena yhdisteenä käytetään
useimmiten histidiiniä tai imidatsolia. (Switzer & Garrity 1999).
ECO 807 ja ECO 809 -kantojen His6-enkasiinifuusioproteiinien erottelu tehtiin His-
Bind® Quick 900 -kolonnien avulla valmistajan ohjeiden mukaan. Soluhajotuksesta
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saadut supernatantit puhdistettiin 0,45 µm ruiskufilttereillä ennen niiden latausta
kolonneihin. IMAC-erottelua varten tarvittavat puskurit valmistettiin kolonnin
valmistajan ohjeiden mukaan: 8 x sitomispuskuri (4 M NaCl, 160 mM Tris-HCl, 40 mM
imidatsoli, pH 7,9; 8 x pesupuskuri (4 M NaCl, 160 mM Tris-HCl, 480 mM imidatsoli,
pH 7,9) ja 4 x eluutiopuskuri (2 M NaCl, 80 mM Tris-HCl, 4 M imidatsoli, pH 7,9).
Puskureiden virtausnopeus kolonnin läpi oli noin 2 tippaa sekunnissa.
Proteiinipuhdistuksen kaikki fraktiot kerättiin talteen SDS-PAGE-analyysia varten ja
säilytettiin +4 °C:ssa. Eluutiofaasin proteiinit saostettiin kylmällä (-20 ºC) asetonilla 5:1
suhteessa (Pierce Biotechnology 2004).
Kannan ECO 809 His-IEGR-EncA-fuusioproteiinin eristys tehtiin myös HisPur™
Ni-NTA resiinin avulla. IMAC-proteiinierotteluun tarvittavat puskurit ja erottelu tehtiin
valmistajan ohjeiden mukaan. Puhdistuksessa käytettiin bakteerisoluja 100 ml:n
viljelmästä ja soluhajotus tehtiin FastPrep®-24 -laitteella. HisPur™ Ni-NTA resiinin
pitoisuus oli 0,2 ml / 10 mg kokonaisproteiinia. Resiini pestiin yhteensä viisi kertaa ja
näytettä eluoitiin kolme kertaa. Puhdistuskäsittelyn kaikki faasit kerättiin talteen
SDS-PAGE-analyysiä varten ja säilytettiin +4 °C:ssa.
4.12 Polyhistidiinihännän poistaminen hyytymistekijän Xa avulla
Hyytymistekijä Xa (faktori Xa) on nisäkkäiden seriiniendopeptidaaseihin kuuluva
entsyymi, joka pilkkoo proteiinien peptidisidokset spesifisen aminohapposekvenssin
(Ile-Glu/Asp-Gly-Arg) jälkeen. Faktori Xa on biokemiassa yleisesti käytetty proteaasi
fuusioproteiinien, kuten polyhistidiinin (His6) poistamiseen. (LaVallie ym. 1994).
Faktoria Xa (1,1 mg/ml; Promega Corporation, Madison, WI, USA) käytettiin ECO
809–810 -kantojen enkasiinipeptidien erottamiseen His6-IEGR-EncA ja His6-IEGR-
EncB -fuusioproteiineista. Reaktiot tehtiin puhdistamattomille soluhajotuksesta
saaduille supernatanteille, jotka sisälsivät kaikkia soluista erotettuja proteiineja.
Reaktiopuskurina oli 20mM Tris-HCl (pH 6,5) - 50 mM NaCl - 1 mM CaCl2 ja
kokonaisproteiinien konsentraatio kaikissa reaktioissa oli 0,17 µg/µl. Proteaasia
testattiin 0,5 %, 1 % ja 2 % pitoisuuksissa ja näytteet otettiin 2,5, 5 ja 24 tunnin
kuluttua. Näytteenoton jälkeen reaktio lopetettiin lisäämällä 1 mM PMSF sekä 2 x
trisiinilatauspuskuria (Tricine sample buffer, Bio-Rad Laboratories Ltd.) ja keitettiin 5
min 100 ºC:ssa. Negatiiviselle kontrollille, johon ei lisätty faktoria Xa, tehtiin samat
käsittelyt. Näytteet säilytettiin -20 ºC:ssa SDS-PAGE-analyysiä varten.
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4.13 SDS-PAGE-analyysi
Proteiinien ja peptidien erotteluun käytettiin trisiini-SDS-PAGE-menetelmää (Schägger
2006). Tavoitteena oli saada eroteltua E. coli -rekombinanttikantojen tuottamaa
enkasiinia molekyylimassan perusteella. Useimmissa SDS-PAGE-ajoissa käytettiin
rinnakkain indusoitujen ja indusoimattomien kantojen eristettyjä proteiineja. SDS-
PAGE-menetelmää käytettiin myös His6-proteiinien detektoinnissa IMAC-erottelun
jälkeen sekä Western Blot -analyysissä.
Molekyylikokostandardeina olivat SpectraTM Multicolor Low Range Protein Ladder
(1,7–40 kDa; Thermo Fisher Scientific Inc.) sekä Color BurstTM Electrophoresis Marker
(8–220 kDa; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Näytteiden latauspuskurina
käytettiin kaksinkartaista trisiini-SDS-puskuria (204 mM Tris-HCI, pH 6,8; 2 % SDS,
40.8 % (v/v) glyseroli, 0.04 % Coomassie Brilliant Blue G-250; Bio-Rad Laboratories
Ltd.). Geelien ja ajopuskurien valmistus tehtiin Schäggerin (2006) ohjeiden mukaan.
Erottelugeelissä (16,5 %) käytettiin AB-6 (49.5 % T, 6 % C) akryyliamidi-
bisakryyliamidi-seosta. Lisäksi Schäggerin ohjeista poiketen myös latausgeeli oli 10 %.
Elektroforeesiajossa käytettiin Mini-PROTEAN® 3 Cell -laitteistoa (Bio-Rad
Laboratories, Inc.). Geelit ajettiin + 4 °C:ssa 30 mA sähkövirralla, noin 30 V jännitteellä
ensimmäiset 30 min, minkä jälkeen virta nostettiin 90 mA:iin (200 V jännite), josta se
laski ajon loppua kohden noin 55 mA:iin. Suuremmalla jännitteellä ajoa jatkettiin
puolitoista tuntia. Virtalähteenä käytettiin Lübcke Vario R51-260T -laitetta. Ajon
jälkeen proteiinit kiinnitettiin geeliin kiinnitysliuoksessa (50 % metanolia, 10 %
etikkahappoa, 100 mM ammoniumasetaattia) vähintään puoli tuntia. Värjäyksessä
käytettiin Coomassie Brilliant Blue R-250 -liuosta (Sigma Aldrich) ja väri poistetiin
10 % etikkahapolla.
4.14 Enkasiinin aktiivisuuden testaus indikaattorimaljoilla
Enkasiinien aktiivisuutta testattiin Microccoccus luteus sekä useampaa eri Lactococcus
lactis -kantaa vastaan (Taulukko 2.). Indikaattorimaljat tehtiin levittämällä tasaisesti
laimennettua bakteerisuspensiota sopivalle agarmaljalle (ks. kappale 4.1) ja pipetoimalla
ylimääräinen neste pois. Bakteerisuspensio valmistettiin sekoittamalla 200 µl yön yli
kasvaneesta bakteeriliemiviljelmästä 1 ml:aan steriiliä MQ-vettä. Maljojen annettiin
kuivua noin 10 minuuttia laminaari-ilmavirtauskaapissa, minkä jälkeen maljoille
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pipetoitiin enkasiininäytteet 10 µl:n tippoina. Indikaattorikantojen annettiin kasvaa niille
sopivissa lämpötiloissa (ks. kappale 4.1) yhden vuorokauden. Indikaattorimaljoilla
testattiin useita eri menetelmillä eristettyjä proteiininäytteitä. Tavoitteena oli nähdä
aktiivista enkasiinia sisältävien pisteiden kohdalla estovyöhykkeitä.
SDS-PAGE -menetelmällä erotettujen enkasiinien aktiivisuutta testattiin L. lactis
MG1614 -indikaattorikantaa vastaan Bhunia ym. (1987) mukaan seuraavasti.
Elektroforeesiajon jälkeen proteiinit kiinnitettiin geeliin ja geeli pestiin kaksi tuntia
tislatussa vedessä, minkä jälkeen se asetettiin M17G -agarmaljalle ja päällystettiin
10 ml M17G -pehmeäagarilla (50 % agaria ja 50 % lientä), joka sisälsi 200 µl yön yli
kasvanutta L. lactis MG1614 -kantaa. Malja pidettiin yön yli + 30 ºC:ssa. Tavoitteena
oli nähdä estovyöhyke enkasiinijuovien kohdalla.
4.15 Immunoblottaus
His6-fuusioproteiinien tuotto ECO 807–810 -kannoissa varmistettiin immuno-
blottauksella (Kuva 5.). Menetelmässä käytettiin WesternBreeze® Chromogenic
Western Blot Immunodetection Kit (Invitrogen Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific Inc.) -reagenssisarjaa. Primäärisenä vasta-aineena oli Anti-(HIS)6 TAG,
Epitope Tag Antibody, Mouse Monoclonal Antibody Clone 13/45/31-2 (Dianova
GmbH, Hampuri, Saksa). Sekundäärisenä vasta-aineena käytettiin Anti-Mouse IgG
(H+L), AP Conjugate (Promega Corporation, Madison, WI, USA), joka pystyy
sitoutumaan immunoglobuliini G -vasta-aineen sekä raskaisiin että kevyisiin ketjuihin.
Kuva 5. Kaavakuva immunoblottauksen periaatteesta.
42
4.15.1 Pisteimmunoblottaus
Pisteimmunoblottauksessa (Dot Blot) näytteinä olivat ECO 807–810 -kantojen
indusoitujen ja indusoimattomien liemiviljelmien soluhajotusten supernatantit sekä
niistä asetonilla saostetut proteiinipelletit, jotka liuotettiin 50 mM natriumfosfaatti-
puskuriin. Näytteet pipetoitiin 5 µl tippoina nitroselluloosamembraanille (0,45 µm,
Duralose-UVTM, Stratagene). Membraanin esikäsittely ja pisteimmunoblottaus tehtiin
WesternBreeze® Chromogenic Western Blot Immunodetection Kit -reagenssisarjan
valmistajan ohjeiden mukaan.
4.15.2 Western Blot
Western Blot -menetelmällä tarkasteltiin ECO 807–810 -kannoista eristetyt ja
asetonisaostetut proteiinit. Blottauksessa käytettiin SDS-PAGE-geeliä, jossa jokaisen
näytteen määrä oli 10 µl. Proteiinit siirrettiin SDS-PAGE-geelistä nitroselluloosa-
kalvolle (0,2 µm, BioTraceTM NT,  Life  Science,  Pall  Corporation,  NY,  USA)  60  V:n
jännitteellä, 200 mA:n virralla, joka laski ajon aikana 170 mA:iin, yhden tunnin ajan
+ 4 ºC:ssa. Elektroforeesin jälkeen nitroselluloosakalvo käsiteltiin WesternBreeze®
Chromogenic Western Blot Immunodetection Kit -reagenssisarjan valmistajan ohjeiden
mukaan.
4.16 Laktokokkien enkasiinigeenien seulonta
Enkasiini A ja B -geenejä etsittiin 12 eri Lactococcus lactis -kannoista (Taulukko 2.)
PCR-menetelmällä. Positiivisina kontrolleina käytettiin L. lactis GRS55  (encA) ja
L. lactis IL1403 (encB, SAA 209) -kantoja. SSencA -geenin paikallistamiseen käytettiin
972RBSupst F ja N8 972 rev -alukeparia (Taulukko 4.). SSencB -geenille käytettiin
samaa etenevää aluketta ja EnkB rev -vastakkaissuuntaista aluketta. Saatuja PCR-
tuotteita tarkasteltiin agaroosigeelielektroforeesissa.
4.17 Data-analyysit
Rekombinanttikantojen sekvensointitulosten tarkistamiseen käytettiin BLAST®-
ohjelmaa (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, Basic Local Alignment Search Tool,
National Center for Biotechnology Information), jonka avulla pystyttiin vertaamaan
saadut sekvenssit jo tiedossa oleviin ja näin varmistamaan bakteerikloonien
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oikeellisuuden. DNA-sekvenssin kääntämiseen aminohapposekvenssiksi käytettiin
ExPASy-verkkotyökalua (http://web.expasy.org/translate, SIB Bioinfornatics resourse
portal). ExPASy-ohjelman avulla pystyttiin myös määrittämään mahdolliset avoimet
lukukehykset. Proteiinien molekyylipainot arvioitiin ”Protein Molecular Weight” -
laskurin avulla (http://www.bioinformatics.org/sms/prot_mw.html, Bioinformatics
Organization, Inc.).
5. TULOKSET
5.1 Rekombinanttikannat
Tutkimuksen aikana rakennettiin 10 erilaista E. coli -rekombinanttikantaa
(Taulukko 5.), jotta eri signaalisekvenssejä, promoottoreita ja proteiinien lokalisaatiota
voitaisiin verrata keskenään. Enkasiinien periplasmista tuotantoa varten valmistettiin
kannat ECO 792 ja ECO 801, joissa enkasiinin TA-kloonaukseen käytettiin pCR4-
TOPO-vektoria, sekä kannat ECO 796–797, joissa enkasiinin tuotantoon käytettiin
pASG IBA4-vektoria.
Jälkimmäisistä kannoista rakennettiin myöhemmin kaksi uutta E. coli -
rekombinanttikantaa ECO 809–810, joissa bakteriosiiniin liitettiin His6-peptidi ja tekijä
Xa:n katkaisukohta. His6-Xa-enkasiinikompleksin avulla mahdollistettiin enkasiinien
helpompi paikallistaminen, muun muassa Western Blot -menetelmän avulla, ja
puhdistaminen His6-peptidin immobilisaation keinoin. Enkasiinien solunsisäistä
tuotantoa varten rakennettiin kannat ECO 811 ja ECO 812 sekä His6-Xa-enkasiini-
kompleksin sisältävät kannat ECO 807–808.
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Taulukko 5. Tässä työssä tehdyt E. coli -rekombinanttikannat.
Kanta  (isäntäkanta) Plasmidi Bakteriosiinin sijainti
E. coli ECO 792
(TG1)
pLEB 780; encB omalla
signaalisekvenssillä
pCR4-TOPO®-vektorissa
periplasminen tila
E. coli ECO 796
(TG1)
pLEB 785; encA OmpA
signaalisekvenssillä
pASG IBA4-vektorissa
periplasminen tila
E. coli ECO 797
(TG1)
pLEB 786; encB OmpA
signaalisekvenssillä
pASG IBA4-vektorissa
periplasminen tila
E. coli ECO 801
(ABLE K)
pLEB 793; encA omalla
signaalisekvenssillä
pCR4-TOPO®-vektorissa
periplasminen tila
E. coli ECO 807
(ABLE K)
pLEB 796; His6-encA ilman
signaalisekvenssiä pASG IBA4-
vektorissa
solunsisäinen
E. coli ECO 808
(TG1)
pLEB 797; His6-encB ilman
signaalisekvenssiä pASG IBA4-
vektorissa
solunsisäinen
E. coli ECO 809
(TG1)
pLEB 798; His6-encA OmpA
signaalisekvenssillä pASG IBA4-
vektorissa
periplasminen tila
E. coli ECO 810
(TG1)
 pLEB 799; His6-encB OmpA
signaalisekvenssillä pASG IBA4-
vektorissa
periplasminen tila
E. coli ECO 811
(TG1)
pLEB 800; encA ilman signaali-
sekvenssiä pASG IBA4-vektorissa
solunsisäinen
E. coli ECO 812
(TG1)
pLEB 801; encB ilman signaali-
sekvenssiä pASG IBA4-vektorissa
solunsisäinen
5.2 Enkasiinien periplasminen tuotto
E. coli -rekombinanttikannat ECO 796–797 valmistettiin tuottamaan enkasiini-
bakteriosiineja bakteerin periplasmiseen tilaan OmpA signaalipeptidin avulla. Myös
omalla signaalisekvenssillä enkasiineja ekspressoivien kantojen ECO 801 ja ECO 792
bakteriosiinien erityksen odotettiin tapahtuvan periplasmiseen tilaan. Kantojen
ECO 792, ECO 796–797 ja ECO 801 periplasmisen tilan proteiinit eristettiin
osmoottisen shokin avulla ja tarkastelteltiin SDS-PAGE-geelissä. Lisäksi kannoista
ECO 796–797 osmoottisen shokin ja DOC-kemikaalin avulla eristettyjä periplasmisia
proteiineja verrattiin keskenään.
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Yhdestäkään testatusta kannasta ei voitu havaita eroja indusoitujen ja indusoimattomien
bakteeriviljelmien proteiiniprofiilien välillä (Kuva 6.). Myöskään eri menetelmillä
eristetyillä proteiininäytteillä ei ollut keskenään merkittäviä eroavaisuuksia (Kuva 7.).
Koska enkasiinipeptidien juovia ei pystytty paikallistamaan SDS-PAGE-geeleillä, ei
voitu myöskään varmistua siitä, että ECO 792, ECO 796–797 ja ECO 801-kannat
tuottivat enkasiineja. Periplasmisten proteiinin antimikrobista aktiivisuutta haluttiin
kuitenkin testata, sillä enkasiinien tuotto on voinut jäädä niin alhaiseksi, ettei
enkasiinijuovia ollut havaittavissa SDS-PAGE-geeleissä.
Kuva 6. Indusoimattomien ja indusoitujen (ind) ECO 792, ECO 796–797 ja ECO 801 -
kantojen periplasmiset proteiinit eristettyinä osmoottisen shokin avulla. Kannoille
ECO 796 ja ECO 797 käytettiin vain yhtä kannan ECO 796 -kannan indusoimatonta
kontrollia, koska enkasiinigeeniä lukuun ottamatta kannat ovat identtisiä keskenään.
Kuva 7. Indusoimattomista ja indusoiduista (ind) ECO 796–797 -kannoista eristetyt
periplasmiset proteiinit osmoottisen shokin (OS) ja DOC-kemikaalin avulla.
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5.3 Enkasiinigeenien transkriptio RNA:ksi
Tutkimalla enkasiinigeenien transkriptiota pyrittiin selvittämään toimivatko plasmidien
promoottorit ja pystyvätkö indusoidut E. coli -rekombinanttikannat tuottamaan lähetti-
RNA:ta enkasiinigeeneistä. Kantojen syntetisoima lähetti-RNA viestii puolestaan
rekombinanttiproteiinien mahdollisesta tuotannosta. Yhteensä RNA:ta eristettiin
neljästä indusoidusta E. coli -rekombinanttikannasta ECO 809–812. RNA käännettiin
käänteiskopioijaentsyymin avulla cDNA:ksi, jota puolestaan käytettiin templaattina
PCR:ssä.
Enkasiinigeenin alukkeilla tehty PCR osoitti, että kaikki neljä tutkittua kantaa
transkriboivat enkasiinigeenejä lähetti-RNA:ksi (Kuva 8.). Komplementaariseksi
DNA:ksi syntetisoitua RNA:ta pystyttiin detektoimaan jokaisen näytteen kohdalla.
ECO 809 ja ECO 810 -kantojen negatiivisissa kontrolleissa oli havaittavissa myös
heikot juovat, jotka todennäköisesti johtuivat pienestä määrästä solujen alkuperäistä
DNA:ta. Näytteiden PCR-tuotteiden ollessa kuitenkin paljon vahvempia kuin
kontrollien juovat, voidaan olettaa, että PCR-reaktiossa monistunut enkasiinigeenien
DNA oli peräisin cDNA:sta eikä kontaminaatiosta alkuperäisellä DNA:lla.
Kuva 8. Kantojen ECO 809–812 RT-PCR. Neg – kannan negatiivinen kontrolli ilman
käänteiskopioijaentsymiä, neg encA / neg encB – kontrolli geenien alukkeilla ilman
RNA:ta.
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Lähetti-RNA:n muodostuminen osoitti, että plasmidien promoottorit toimivat ja
indusoituina ECO 809–812 -rekombinanttikannat aloittivat proteiinisynteesin
syntetisoimalla RNA:ta enkasiinigeeneistä. Seuraavana tavoitteena oli selvittää johtaako
alkanut proteiinisynteesi proteiinien tuotantoon.
5.4 His6-IEGR-enkasiini-fuusioproteiinien periplasminen tuotto
E. coli -rekombinanttikannat ECO 809–810 tehtiin tuottamaan His6-IEGR-
enkasiinifuusioproteiineja bakteerien periplasmiseen tilaan OmpA signaalipeptidin
avulla. Ennen enkasiinifuusioproteiinien eristystä ja puhdistusta immobilisoidun
affiniteettikromatografian avulla haluttiin kuitenkin varmistua, että ECO 809–810
kannat pystyivät tuottamaan enkasiineja indusoinnin jälkeen.
E. coli -rekombinanttikannoista ECO 809–810, joissa enkasiinigeeneihin oli liitetty
His6-merkkipeptidi, eristettiin periplasmiset ja solujen sisäiset proteiinit hajottamalla
solut lasihelmillä. Indusoitujen ja indusoimattomien kantojen proteiiniprofiilit
tarkistettiin SDS-PAGE-geelissä. Indusoitujen bakteeriviljelmien proteiinisuspensioista
havaittiin vahvat juovat, joita ei ollut indusoimattomien näytteiden kohdalla (Kuva 9.).
Juovat olivat noin 11 kDa:n kokoluokkaa ja vastasivat His6-IEGR-EncA (10,7 kDa) ja
His6-IEGR-EncB (10,6 kDa) -fuusioproteiinien kokoa. Lisäksi indusoidun ECO 809 -
kannan näytteessä enkasiinifuusioproteiinin lisäksi oli noin 12 kDa:n kokoinen
heikompi juova, joka vastasi His6-IEGR-EncA -rakennetta johtopeptidin kanssa (12,6
kDa).  Molemmat kannat ECO 809 ja ECO 810 tuottivat enkasiinia indusoinnin jälkeen.
Seuraavaksi oli tarkoitus poistaa polyhistidiinihäntä His6-enkasiinifuusioproteiineista
sekä selvittää onko fuusioproteiineilla antimikrobista aktiivisuutta.
Kuva 9. ECO 809–810 -kannoista eristetyt proteiinit tet -promoottorin indusoinnilla
(ind) ja ilman. His6-IEGR-EncA (a), His6-IEGR-EncB (b) ja His6-IEGR-EncA
johtopeptidin kanssa (c) vastaavat juovat ovat merkattu nuolilla.
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5.5 Enkasiinien solunsisäinen tuotto
Enksasiinia solunsisäisesti tuottavien kantojen solut hajotettiin ja kokosoluproteiinit
ajettiin SDS-PAGE-geelissä. Tavoitteena oli nähdä ylimääräinen 9,2 kDa:n kokoinen
enkasiinia vastaava juova indusoiduissa kannoissa.
Kannoista ECO 807–808 (His6-IEGR-EncA/EncB ilman johtopeptidiä) ei pystytty
havaitsemaan enkasiinipeptidejä vastaavia juovia SDS-PAGE-geelissä. ECO 811–812 -
kantojen (His6-IEGR-EncA/EncB) enkasiinien tuotto oli puolestaan heikkoa, mutta
kuitenkin havaittavissa SDS-PAGE-analyysissä. Indusoitujen ECO 811–812 -kantojen
proteiininäytteistä erottuivat enkasiinien kokoa vastaavat, noin 9 kDa:n kokoiset juovat
(Kuvat 10 ja 11).
Kuva 10. ECO 811–812 -kantojen proteiinit suoraan soluhajotuksen jälkeen
indusoiduista (ind) ja indusoimattomista bakteerikasvatuksista. Enkasiineja vastaavat
juovat ovat merkattu nuolilla.
Kuva 11. ECO 811–812 -kantojen proteiinit soluhajotuksen ja asetonisaostuksen
jälkeen. Nuolilla merkatut juovat vastaavat enkasiinipeptidejä indusoiduissa (ind)
kannoissa.
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Neljästä enkasiinien solunsisäistä tuotantoa varten valmistetusta rekombinanttikannasta
vain ECO 811 ja ECO 812 -kannat pystyivät tuottamaan enkasiinia. Enkasiinien määrä
soluissa vaihteli kuitenkin suuresti eri kasvatuskertojen välillä, mikä havaittiin
erivahvuisina juovina SDS-PAGE-geeleissä.  Seuraavana tavoitteena oli selvittää onko
solunsisäisesti tuotetuilla enkasiineilla antimikrobisia ominaisuuksia.
5.6 His6-IEGR-enkasiini-fuusioproteiinien eristys
His6-IEGR-enkasiini-fuusioproteiinien puhdistus tehtiin immobilisoidun affiniteetti-
kromatografian avulla. Tavoitteena oli saada eroteltua ja konsentroitua enkasiini-
fuusioproteiinit muista solun proteiineista. Proteiinien eristyksessä oli käytössä nikkeliä
sisältävät IMAC-kolonnit sekä resiini. Polyhistidiinifuusioproteiinien irrottamiseen
matriisista käytettiin korkeapitoista imidatsolia.
Kantojen ECO 807 ja ECO 809 His6-IEGR-EncA-peptidiä ei pystytty havaitsemaan
SDS PAGE-geelissä IMAC-kolonnipuhdistuksen jälkeen (Kuvat 12. ja 13.). ECO 807 ja
ECO 809 -kantojen puhdistuksessa osa proteiineista jäi kolonniin, sillä pylväästä
tulleessa näytteessä proteiinien konsentraatio oli huomattavasti pienempi verrattuna
alkuperäiseen suodattamattomaan ja suodatettuun näytteeseen. Lisäksi ECO 809 -
kannan kokonaisproteiinikonsentraatio pieneni jo esisuodatuksen aikana (Kuva 13.).
ECO 807 -kannan proteiinipuhdistuksen pesujen aikana havaittiin vain isoimpien,
yli 25 kDa kokoisten, proteiinien huuhtoutuneen ulos pylväästä (Kuva 12.). Myös
eluaatissa pystyttiin havaitsemaan isompia proteiineja, mutta ei haluttuja 11 kDa:n
kokoluokkaa olevia peptidejä. Eluoidun näytteen proteiinit konsentroitiin
asetonisaostuksella, mistä selvisi, että suurin osa pylvääseen tarttuneista proteiineista
huuhtoutuivat pylväästä vasta eluoinnin yhteydessä. Lisäksi, verrattaessa ECO 807 -
kannan indusoidun ja indusoimattoman viljelmän proteiiniprofiilia SDS-PAGE-geelissä,
huomattiin, ettei enkasiinifuusioproteiinia vastaavaa juovaa pystytty paikallistamaan.
ECO 809-kannan kolonnipuhdistuksessa kahden pesun aikana pylväästä poistui
vain pieni osa isompia, yli 25 kDa:n, proteiineja. Eluaatista ja eluaatin konsentroidusta
näytteestä ei pystytty havaitsemaan lainkaan proteiineja (Kuva 13).
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Kuva 12. ECO 807 -kannan His6-fuusioproteiinin puhdistus His-Bind® -kolonnilla.
Kuva 13. ECO 809 -kannan His6-fuusioproteiinin puhdistus His-Bind® -kolonnilla.
Kannan ECO 809 His6-IEGR-EncA-peptidin puhdistuksessa HisPur™ Ni-NTA -
resiinillä kaikkien SDS-PAGE-näytteiden proteiinikonsentraatiot olivat alhaiset.
Soluhajotuksen jälkeen saadun supernatantin kokonaisproteiinipitoisuus oli 7,9 mg/ml
ja SDS-PAGE-geelissä oleva proteiinimäärä oli 40,0 µg. Jokaisella pesukerralla
proteiinikonsenraatio väheni noin 50–70 % edellisestä käsittelystä (Taulukko 6.).
Eluaattien pitoisuudet olivat niin alhaiset, ettei niitä pystytty mittaamaan NanoDropTM
1000-spektrofotometrillä.
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Taulukko 6. ECO 809 -kannan proteiinikonsentraatiot ja -määrät SDS-PAGE-geelissä
IMAC-puhdistuksessa HisPur Ni-NTA resiinillä.
His6-IEGR-EncA-peptidiä vastaava juova (10,7 kDa) näkyi tuoreessa soluhajotuksen
supernatantissa, mutta myös resiinikäsittelyn jälkeisessä näytteessä (Kuva 14.). Sama
juova näkyi myös ensimmäisen pesun näytteessä, mutta hieman heikompana.
Ensimmäisessä ja toisessa eluaatissa pystyttiin erottamaan His6-IEGR-EncA-peptidiä
vastaavat juovat sekä useampia yli 15 kDa:n kokoisia proteiinijuovia. Soluhajotuksen
supernatantissa, resiinillä käsitellyssä näytteessä, useammassa pesuvaiheessa sekä
eluaateissa esiintyi myös vahva juova, joka vastasi 12,6 kDa:n kokoista johtopeptidin
kanssa olevaa His6-IEGR-EncA-peptidiä (Kuva 14.).
Kuva 14. ECO 809 -kannan His6-fuusioproteiinin puhdistus HisPur Ni-NTA -resiinillä.
Yhtenäinen nuoli osoittaa todennäköistä His6-IEGR-EncA-proteiinia ja katkonainen
nuoli samaa proteiinia johtopeptidin kanssa.
Näyte
Proteiinikonsentraatio
(mg/ml)
Proteiinien määrä geelissä
(µg)
supernatantti 7,9 40,0
1. pesu 1,6 7,8
2. pesu 0,9 4,5
3. pesu 0,3 1,5
4. pesu 0,2 0,8
5. pesu 0,1 0,4
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His6-IEGR-EncA-fuusioproteiini saatiin puhdistettua suurimmasta osasta muita
bakteerisolun proteiineja HisPur Ni-NTA resiinillä. Fuusioproteiinin konsentraatio
IMAC-puhdistuksessa jäi kuitenkin niin alhaiseksi, ettei eluaattia voitu käyttää
jatkotutkimuksissa.
5.7 His6-IEGR-enkasiini-fuusioproteiinien immunologinen detektointi
His6-IEGR-enkasiini-fuusioproteiinien immunoblottauksen avulla haluttiin varmistua
ECO 807–810 -kantojen enkasiiniproteiinien tuotosta. Immunologisessa detektoinnissa
käytettiin polyhistidiinipeptidiin (His6) sitoutuvaa primääristä vasta-ainetta ja spesifistä
alkaalisella fosfataasilla konjugoitua sekundääristä vasta-ainetta. Alkalinen fosfataasi
puolestaan reagoi lisätyn kromogeenisen substraatin kanssa niin, että membraaniin
kiinnitettyjen His6-IEGR-enkasiini-fuusioproteiinien kohdalla muodostui värireaktio.
Polyhistidiinipeptidin (His6) detektoinnissa pisteimmunoblottauksen avulla
ainoastaan periplasmiseen tilaan EncA:ta tuottava ECO 809 -kanta antoi selkeän
positiivisen tuloksen (Kuva 15.). Indusoidun ECO 809 -kannan soluhajotuksen
supernatantin näyte oli värjäytynyt tummemaksi kuin indusoimattoman viljelmän näyte.
Myös periplasmiseen tilaan EncB:ta tuottavan ECO 810 -kannan indusoitu viljelmä
sisälsi enemmän polyhistidiinipeptidiä soluhajotuksen supernatanttien näytteissä
verrattuna indusoimattomaan viljelmään (Kuva 15.). Ero oli kuitenkin huomattavasti
heikompi kuin ECO 809 -kannan näytteissä.  ECO 807 ja ECO 808 -kantojen
soluhajotuksen supernatanttien kohdalla ei puolestaan ollut havaittavissa eroavaisuuksia
näytteiden välillä.
Kuva 15. Kantojen ECO 807–810 pisteimmunoblottaus soluhajotuksista. Indusoitujen
ECO 809 ja ECO 810 -kantojen värireaktiot osoittavat, että ne tuottavat His6-enkasiinia.
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Western Blot -analyysi paljasti, että vain ECO 809 ja ECO 810 -kannat tuottivat
His6-IEGR-EncA-peptidiä (Kuva 16.). Juovien arvioidut koot vastasivat
enkasiinifuusioproteiinien todellisia kokoja. Juovien vahvuudesta päätellen ECO 809 -
kanta tuotti enemmän enkasiinia verrattuna ECO 810-kantaan. Lisäksi ECO 809 -
kannan näytteessä erottui isompi juova, joka vastasi johtopeptidin kanssa olevaa
His6-IEGR-EncA-fuusioproteiinia. Kannat ECO 807–808 eivät näyttäneet tuottavan
lainkaan enkasiinia. Analyysissä käytettiin samoja asetonilla saostettuja
proteiininäytteitä kuin pisteimmunoblottauksessa.
Kuva 16. Kantojen ECO 807–810 Western Blot -analyysi soluhajotuksista. Indusoidut
ECO 809 ja ECO 810 tuottavat His6-enkasiinia.
5.8 Polyhistidiinihännän poistaminen hyytymistekijän Xa avulla
Polyhistidiinihännän leikkaamisella faktorilla Xa pyrittiin erottamaan enkasiinipeptidit
His6-IEGR-EncA ja His6-IEGR-EncB-fuusioproteiineista. Solujen kaikki proteiinit
sisältävät suspensiot käsiteltiin hyytymistekijän Xa usealla eri pitoisuudella 2,5–24
tunnin ajan. Tavoitteena oli saada näkyviin leikkautunut 9,2 kDa kokoinen
enkasiinipeptidiä vastaava vahva juova SDS-PAGE-geelissä.
Molempien ECO 809 ja ECO 810 -kantojen enkasiinifuusioproteiinit näyttivät
kuitenkin leikkaamattomilta (10,6 kDa) faktorin Xa pitoisuudesta ja reaktion
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inkubointiajasta riippumatta (Kuvat 17. ja 18.). SDS-PAGE-analyysissä ei pystytty
havaitsemaan enkasiinipeptidien leikkautumista His6-IEGR-EncA ja His6-IEGR-EncB-
fuusioproteiineista eivätkä hyytymistekijällä Xa käsiteltyjen näytteiden proteiiniprofiilit
eronneet käsittelemättömistä näytteistä. His6-IEGR-enkasiinifuusioproteiinien määrä
SDS-PAGE-geeleissä oli silmämääräisen arvion mukaan noin 1 µg:n suuruusluokkaa.
Kuva 17. Kannan ECO 809 His6-IEGR-
EncA-fuusioproteiinin käsittely faktorilla
Xa.
Kuva 18. Kannan ECO 810 His6-IEGR-
EncB-fuusioproteiinin käsittely faktorilla
Xa.
5.9 Enkasiinin aktiivisuus
Enkasiinipeptidien antimikrobisia ominaisuuksia testattiin useammalla eri Lactococcus
lactis sekä Micrococcus luteus -bakteerikannalla. Tavoitteena oli nähdä kasvun estoa
enkasiinille herkillä kannoilla enkasiinipeptidiä sisältävien näytteiden kohdalla.
Enkasiinin aktiivisuuden tarkastelussa käytettiin ECO 807–812 -kantojen samoja
proteiininäytteitä kuin pisteimmunoblottauksessa. Indikaattoreina käytettiin M. luteus,
L. lactis MG1614, L. lactis N8 ja L. lactis ATCC 7962 -kantoja (Taulukko 2.) ja
proteiininäytteet pipetoitiin indikaattorimaljoille 10 µl:n pisaroina. Yhden vuorokauden
inkubaation jälkeen ei kuitenkaan pystytty havaitsemaan inhibitiovyöhykkeitä
yhdenkään näytteen kohdalla.
Lisäksi indusoitujen ja indusoimattomien ECO 792, ECO 796–797, ECO 801,
ECO 809 ja ECO 811–812 -kantojen soluhajotuksen supernatanteista ja niistä asetonilla
saostetuista proteiininäytteistä tarkasteltiin enkasiinien aktiivisuutta vielä erikseen
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L. lactis MG1614 -indikaattorimaljalla. Soluhajotuksista pipetoitujen näytteiden
kohdalla ei voitu havaita eroja indusoitujen ja indusoimattomien kantojen välillä.
Proteiinisaostusnäytteistä puolestaan heikko ero oli nähtävissä indusoitujen ECO 796 ja
ECO 809 -kantojen kohdalla, joissa indikaattorikannan kasvu oli heikompaa verrattuna
muihin proteiininäytteisiin. Mitään selkeitä inhibitiovyöhykkeitä ei kuitenkaan ollut
erotettavissa.
Kantojen ECO 809 ja ECO 810 hyytymistekijällä Xa 24 tuntia käsiteltyjä näytteitä
ajettiin uudelleen SDS-PAGE-geelissä ja testattiin L. lactis MG1614 -indikaattorikantaa
vastaan. Testauksessa käytettiin 1 % ja 2 % faktorin Xa sisältäviä proteiinisuspensioita,
ilman faktoria Xa käsiteltyjä näytteitä sekä suoraan soluhajotuksesta saatuja
supernatantteja.
Heikot inhibitiokehät olivat havaittavissa kaikkien näytteiden kohdalla vuorokauden
inkuboinnin jälkeen (Kuva 19.). Estovyöhykkeet olivat keskenään samanvahvuiset ja
vastasivat faktorilla Xa leikkaamattomia His6-IEGR-EncA ja His6-IEGR-EncB-
fuusioproteiineja (10,6 kDa). Kannan ECO 809 näytteissä His6-IEGR-EncA-
fuusioproteiinin aiheuttamien inhibitiokehien lisäksi pystyttiin erottamaan myös
heikompia estovyöhykkeitä, jotka vastasivat kooltaan johtopeptidin kanssa olevia
enkasiinifuusioproteiineja.
Kuva 19. a) Kannan ECO 809 faktorilla Xa käsitellyt ja käsittelemättömät
proteiininäytteet sekä b) kannan ECO 810 faktorilla Xa käsitellyt ja käsittelemättömät
proteiininäytteet SDS-PAGE-geelissä L. lactis -indikaattorimaljalla. Nuolet osoittavat
enkasiinien aiheuttamat estovyöhykkeet.
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Samaa menetelmää käytettiin myös ECO 811 ja ECO 812 -kantojen enkasiinipeptidien
aktiivisuuden testaamiseen, mutta indikaattorimaljalla ei pystytty havaitsemaan
merkkejä inhibitiosta. Kaikista testatuista enkasiinipeptidiä sisältävistä
proteiininäytteistä ainoastaan SDS-PAGE-geelissä erotellut enkasiinifuusioproteiinit
aiheuttivat estovyöhykkeitä L. lactis MG1614 -kannan indikaattorimaljalla. Tämä
osoitti, että His6-IEGR-EncA ja His6-IEGR-EncB-fuusioproteiinit olivat
antimikrobisesti aktiivisia ja pystyivät hidastamaan tai estämään L. lactis -bakteerin
kasvua.
5.10 Enkasiinigeenit muissa laktokokeissa
Enkasiinigeenien yleisyyttä laktokokeissa tutkittiin PCR-menetelmällä enkasiinigeenien
alukkeilla. Tavoitteena oli selvittää esiintyykö enkasiinigeenejä muissa L. lactis -
kannoissa ja kumpi enkasiinigeeneistä, encA vai encB, on yleisempi. Enkasiinigeenit
seulottiin yhteensä 11 eri L. lactis -kannasta. Kannat L. lactis NCDO 1404 (encA) ja
L. lactis IL1403 (encB) käytettiin enkasiinigeenien kontrolleina.
PCR-seulonnassa enkasiini A -geeni löydettiin, NCDO 1404 -kannan lisäksi,
kolmesta eri kannasta: L. lactis LM0230, FI5876 ja NZ9700.  Enkasiinia B esiintyi
yhteensä yhdeksässä eri kannassa (Taulukko 7.). Osa encB -geeniä sisältävistä kannoista
antoivat positiiviset tuloksen myös encA-geenin kohdalla (Kuva 20.) johtuen
todennäköisesti alukkeiden epäspesifisestä sitoutumisesta. Enkasiini B vastaavat juovat
olivat näissä tapauksissa kuitenkin huomattavasti vahvemmat.
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Kuva 20. L. lactis enkasiinigeenien PCR-seulonta. Kannat: 1. LM0230, 2.  ATCC 7962,
3. FI5876, 4. NZ9700, 5. SAA 208, 6.  SAA 209, 7.  TML01, 8. NCDO 497, 9. NCDO
1402, 10. NCDO 1403, 11. NCDO 1404, 12. GRS 56, 13. GRS 57, 14. GRS 58
Taulukko 7. Enkasiinigeenien esiintyminen L. lactis -kannoissa.
Enkasiinigeeni encA Enkasiinigeeni encB
L. lactis LM0230 L. lactis SAA 208 johdannainen
L. lactis FI5876 L. lactis SAA 209* johdannainen
L. lactis NZ9700 L. lactis  TML01*
L. lactis NCDO 1404 L. lactis NCDO 497*
L. lactis NCDO 1402*
L. lactis NCDO 1403*
L. lactis GRS 56*
L. lactis GRS 57
L. lactis GRS 58
* Heikko positiivinen tulos myös enkasiini A -geenille.
Enkasiinigeenejä esiintyi yhteensä 92 % tutkituista laktokokkikannoista mukaan lukien
kontrolleina käytetyt kannat. Enkasiini B -geeni oli yleisempi ja sitä löytyi 62 %
tutkituista L. lactis -kannoista, kun taas enkasiini A- geeniä esiintyi vain 31 %
kannoista.
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6. TULOSTEN TARKASTELU
Lactococcus lactis -maitohappobakteerin eri kannat pystyvät tuottamaan lukuisia anti-
mikrobisia peptidejä, joista nisiini on eniten tutkittu. Kannasta riippuen L. lactis voi
tuottaa joko vain yhtä tiettyä bakteriosiinia tai useampia eri antimikrobisia peptidejä (De
Vuyst 1994). Kaikki L. lactis -kannat eivät kuitenkaan tuota bakteriosiineja. Tässä
tutkimuksessa tavoitteena oli tutkia uutta bakteriosiinia, enkasiinia, L. lactis -kannoista,
jotka tuottivat myös nisiiniä. Tutkimukseen valittiin L. lactis GRS55 (NCDO 1404) ja
L. lactis IL1403 -kannat, joista oli aikaisemmin löydetty kaksi, sekvenssiltään toisistaan
hieman poikkeavaa, enkasiinibakteriosiinigeeniä (encA ja encB). Enkasiinigeenit
kloonattiin Escherichia coli TG1 ja ABLE K -kantoihin tavoitteena tuottaa
antimikrobisesti aktiivista enkasiinipeptidiä.
6.1 Rekombinanttikantojen valmistus
Rekombinanttiplasmidien valmistamisessa käytettiin yhteensä kolmea erilaista
menetelmää. TA-kloonauksessa käytettiin pCR4-TOPO® -vektoria ja insertteinä omalla
signaalisekvenssillä olevia enkasiini A ja B -geenejä. Enkasiini A -geenin sisältävän
rekombinanttiplasmidin transformaatio E. coli TG1 -kantaan kuitenkin epäonnistui
lukuisista yrityksistä huolimatta. Lopuksi plasmidin transformaatio onnistui E. coli
ABLE K -kantaan, joka soveltuu erityisesti toksisten rekombinanttiproteiinien
tuotantoon. E. coli ABLE K -kanta on erikoistunut tuottamaan vähemmän rekom-
binanttiproteiinia alentamalla plasmidien kopiolukua, mikä edistää haitallista proteiinia
tuottavien solujen elinkelpoisuutta (Agilent Technologies, Inc. 2015).
Plasmidivektorin pASG-IBA4 kohdalla rekombinanttiplasmidin rakentamista
kokeiltiin liittämällä PCR:n avulla monistettu enkasiinigeeni-insertti vektoriin
ligaasientsyymin avulla. Saatujen rekombinanttiplasmidien insertiokohdat olivat
kuitenkin kärsineet satunnaisia pistemutaatioita. Enkasiini A ja B -geenejä sisältävät
rekombinanttiplasmidit saatiin lopulta aikaan käyttämällä OE-PCR-menetelmää. OE-
PCR-menetelmän on todettu olevan yksinkertainen ja tehokas tapa kloonata haluttu
insertti kloonausvektoriin käyttämättä restriktio- ja ligaasientsyymejä (Bryskin &
Matsumura 2010). Myös tässä työssä OE-PCR-menetelmä osoittautui paremmaksi
verrattuna insertin liittämiseen vektoriin ligaasiensyymin avulla. Plasmidit
elektroporoitiin E. coli TG1 -isäntäkantaan ja oikeat kloonit löydettiin muutaman
transformaatioyrityksen jälkeen.
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His6-IEGR-enkasiini-fuusioproteiinien rakentamisessa käytettiin hyväksi OE-PCR-
menetelmän avulla valmistettuja rekombinanttiplasmideja. Polyhistidiinihännän ja
faktorin Xa katkaisukohdan (IEGR) liittäminen enkasiinigeeniin onnistui konstrukteja
varten suunnitellun etenevän alukkeen avulla. Yhteensä saatiin rakennettua neljä
erilaista rekombinanttiplasmidia, jotka siirrettiin elektroporaation avulla E. coli TG1  -
kantoihin. Kolmen konstruktin kohdalla, OmpA-His6-IEGR-EncA, OmpA-His6-IEGR-
EncB ja His6-IEGR-EncB, oikeat kloonit saatiin eristettyä heti ensimmäisen
transformaation jälkeen. Ilman signaalisekvenssiä olevan His6-IEGR-EncA konstruktin
sisältävän rekombinanttikannan saatiin puolestaa rakennettua vain käyttämällä E. coli
ABLE K -isäntäkantaa. Muissa solunsisäistä tuotantoa varten viimeiseksi rakennetuissa
kahdessa kannassa ECO 811 (pASG-IBA4 + EncA) ja ECO 812 (pASG-IBA4 + EncB)
trasformaatioisäntänä käytettiin E. coli ABLE K -kantaa siltä varalta, että enkasiini-
peptidien solunsisäinen tuotanto olisi toksinen E. coli -bakteerille.
Työn aikana monet työvaiheet jouduttiin toistamaan useaan otteeseen, ja erityisesti
enkasiini A -geeniä sisältävien rekombinanttiplasmidien ja -kantojen tuotossa kohdattiin
odotettua enemmän vaikeuksia. Myöhemmin myös rekombinanttikantojen kasvunopeus
osoittautui epävakaaksi ulkoisten tekijöiden pysyessä muuttumattomina. Lisäksi
enkasiini A- geeniä kantavien E. coli -kantojen kasvu oli ollut lähes poikkeuksetta
hitaampaa verrattuna enkasiini B- geeniä sisältäviin kantoihin. Plasmidin kopiolukua
tarkasti säätelevän E. coli ABLE K -kannan käyttö transfomaation isäntäkantana oli
ollut kannattavaa niissä tapauksissa, kun rekombinanttiplasmidien transformaatio E.coli
TG1 -kantaan ei tuottanut tuloksia. Edellämainittujen kohtien perusteella voidaan sanoa,
että enkasiinipeptideillä on todennäköisesti vaikutusta E. coli -bakteerien kasvuun.
6.2 Enkasiinin tuotto E. coli -bakteerissa
Tutkimuksen aikana rakennettiin yhteensä 10 enkasiinibakteriosiinigeeniä sisältävää
E. coli -rekombinanttikantaa (Taulukko 8.). Enkasiinipeptidien tuotto havaittiin
kuitenkin vain 40 % tapauksista. Solunsisäistä tuotantoa varten neljästä rakennetusta
kannasta kaksi pystyi tuottamaan enkasiineja. Kannat ECO 811 ja ECO 812, joiden
isäntänä oli E. coli ABLE K, sisälsivät enkasiini A ja B geenit ilman signaali-
sekvenssejä ja pystyivät tuottamaan enkasiinipeptidejä solunsisäisesti. Enkasiinin tuotto
oli kuitenkin epästabiilia ja tuottomäärät vaihtelivat eri kasvatuserien välillä. Tämä on
selitettävissä sillä, että rekombinanttiplasmidien ylläpito saattaa joskus johtaa solujen
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stressitilaan ja rekombinanttiproteiinien tuotto voi aiheuttaa niin sanotun ”aineen-
vaihdunnallisen taakan”, jossa osa solun aineenvaihduntaan tarkoitetuista resursseista
käytetäänkin rekombinantti-DNA:n ilmentymiseen (Hoffmann & Rinas 2004, Sørensen
& Mortensen 2005). Bakteerisolujen alhaisempi kasvatuslämpötila puolestaan hidastaa
proteiinien transkriptio- ja translaationopeutta, mikä saattaa vähentää solujen stressitilaa
ja edistää tasaisempaa ja laadukkaampaa proteiinituottoa. Haittapuolena on tosin usein
tuottavuuden aleneminen. (Baneyx & Mujacic 2004, Gasser ym. 2008).
Taulukko 8. Yhteenveto E .coli -rekombinanttikannoista ja niiden ominaisuuksista.
E. coli -kanta
(trasformaatioisäntä)
Konstrukti:
enkasiini,
signaalipeptidi
(sp)
vektori
SDS-
PAGE
(tuotto)
RNA Immunologinen
detektointi
Aktiivisuus
Solunsisäinen tuotto
ECO 807
(ABLE K)
His6-EncA
pASG IBA4 – – –
ECO 808
(TG1)
His6-EncB
pASG IBA4 – – –
ECO 811
(ABLE K)
EncA
pASG IBA4 + + –
ECO 812
(ABLE K)
EncB
pASG IBA4 + + –
Periplasminen tuotto
ECO 801
(ABLE K)
EncA
natiivi sp
pCR4-TOPO®
– –
ECO 792
(TG1)
EncB
natiivi sp
pCR4-TOPO®
– –
ECO 796
(TG1)
EncA
OmpA sp
pASG IBA4
– –
ECO 797
(TG1)
EncB
OmpA sp
pASG IBA4
– –
ECO 809
(TG1)
His6-EncA
OmpA sp
pASG IBA4
+ + + +
ECO 810
(TG1)
His6-EncB
OmpA sp
pASG IBA4
+ + + +
(–) - negatiivinen tulos, (+) - positiivinen tulos, tyhjä kohta merkitsee ”ei testattu”
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His6-IEGR-enkasiini-fuusioproteiinien solunsisäinen tuotto kummallakaan E. coli -
transformaatiokannalla (TG1/ ABLE K) ei puolestaan tuottanut tuloksia. Aiemmin on
havaittu, että isompien peptidien heterologinen ilmentyminen E. coli -bakteerissa on
ollut selvästi ongelmallista, ja monimutkaisempien proteiinien solunsisäinen tuotto on
voinut helposti johtaa inkluusioelimien muodostumiseen (Baneyx & Mujacic 2004).
Tässä työssä ei kuitenkaan yritetty detektoida inkluusioelimiä.
Enkasiinin periplasmista tuotantoa varten rakennettiin yhteensä 6 rekombinantti-
kantaa. Päinvastoin kuin solunsisäisessä, periplasmisessa tuotannossa ainoastaan His6-
IEGR-fuusioproteiinia sisältävät enkasiinipeptidit pystyttiin havaitsemaan indusoitujen
rekombinanttikantojen periplasmisesta proteiinivarannosta. Enkasiinifuusioproteiinien
tuotanto periplasmiseen tilaan saavutettiin OmpA signaalipeptidin avulla. OmpA
signaalipeptidin merkitys onnistuneessa tuotannossa on kuitenkin monitulkintainen,
sillä niiden enkasiinipeptidien A ja B, joihin ei ollut lisätty His6-fuusiopeptidiä, tuotanto
epäonnistui. Myöskään natiivin signaalipeptidin käyttö ei ollut johtanut periplasmiseen
tuotantoon.
Lisäksi niissä neljässä kannassa, joista ei pystytty havaitsemaan enkasiinipeptidejä
periplasmisessa tilassa, oli käytössä kaksi eri rekombinanttivektoria: pCR4-TOPO® ja
pASG IBA4, joista ensimmäisessä enkasiinigeenien transkriptiota sääteli lac-
promoottori ja toisessa tet-promoottori. Valitettavasti promoottoreiden ominaisuuksien
vertaaminen toisiinsa ei ollut mahdollista tässä työssä, sillä havaittu enkasiinin tuotto
saavutettiin ainoastaan tet-promoottorisilla kannoilla.
6.3 Fuusioproteiinien puhdistaminen
Polyhistidiinillä merkittyjen enkasiinifuusioproteiinien puhdistuksessa käytettiin
immobilisoidun metalliaffiniteettikromatografian menetelmää. IMAC-kolonnipuhdis-
tuksen avulla yritettiin erottaa kahden eri rekombinanttikannan, ECO 807 ja ECO 809,
His6-IEGR-EnkA proteiinit muista proteiineista. Työn aikana havaittiin, että suurin osa
proteiineista pääsi virtaamaan kolonnin läpi tarttumatta kiinni matriisin pintaan. Osa
solujen proteiineista jäi kuitenkin pylvääseen eikä huuhtoutunut ulos pesujen aikana.
Myöskään käsittely eluointiliuoksella ei saanut jo matriisiin tarttuneita proteiineja
irtoamaan niin tehokkaasti, että niitä olisi pystytty havaitsemaan eluointiliuoksesta
SDS-PAGE-analyysissä.
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Mahdollisesti käytössä olevat kolonnit eivät täysin soveltuneet pienen mittakaavan
enkasiinifuusioproteiinien puhdistukseen. Kolonnien valmistajan mukaan, saavut-
taakseen parhaan lopputuloksen, fuusioproteiinin määrän pitäisi vastata resiinin
sidoskapasiteettia. Fuusioproteiinin pieni pitoisuus alkuperäisessä soluhajotuksen
supernatantissa ei todennäköisesti ollut riittävä tämän tyyppiseen proteiini-
puhdistukseen. Kuten aiemminkin on havaittu, muut liuoksessa olevat proteiinit
saattoivat reagoida kolonnin matriisin kanssa (Bornhorst & Falke 2000), estäen
enkasiinifuusioproteiinin tarttumisen pylvääseen. Puhdistuksessa käytettiin kolonnien
valmistajan ohjeiden mukaan valmistettuja eluointiliuoksia, joiden pH on voinut
muuttua säilytyksen aikana vähentäen liuosten tehokkuutta. Lisäksi uuden
fuusioproteiinin puhdistuksen yhteydessä olisi ollut hyvä hienosäätää erikseen jokaisen
työvaiheen olosuhteet sopivaksi kyseiselle proteiinille.
Koska rekombinanttikantojen enkasiinin tuotanto oli ollut välillä sattumanvaraista,
fuusioproteiinien puhdistuksessa käytettiin myös ECO 807 -kantaa vielä tietämättä, että
kyseisen rekombinanttikanta ei tuottanut enkasiinia. Jatkossa enkasiinifuusioproteiinin
puhdistaminen ECO 809 -kannasta, jonka enkasiinin tuotanto varmistettiin RT-PCR-
reaktiolla sekä SDS-PAGE-analyysillä, tehtiin resiinin avulla. Tällä kertaa eluaatista
pystyttiin todentamaan enkasiinifuusioproteiini, mutta puhdistetun proteiinin
saantomäärät olivat hyvin alhaiset. Tässä tapauksessa jälkimmäinen menetelmä soveltui
paremmin pienen mittakaavan proteiinipuhdistukseen verrattuna pylväspuhdistukseen.
Kuitenkin, jotta voitaisiin saada riittävä määrä puhdasta enkasiinifuusioproteiinia
jatkotutkimuksiin, menetelmää olisi vielä hiottava.
6.4 Immunologinen detektointi
Pisteimmunoblottaus soveltuu parhaiten fuusioproteiinien havaitsemiseen proteiini-
seoksista, joissa fuusioproteiinin konsentraatio on tarpeeksi suuri (Berrow ym. 2006).
Immunoblottauksessa fuusioproteiinien merkkiproteiini, tässä tapauksessa poly-
histidiinihäntä, sitoutuu vasta-aineeseen johtaen kromogeeniseen reaktioon. Koko solun
proteiiniseoksissa polyhistidiiniä sisältävien fuusioproteiinien detektointi voi kuitenkin
vaikeutua, sillä myös muiden proteiinien histidiinipeptidit voivat sitoutua vasta-
aineeseen aiheuttaen taustaa.
Tässä työssä päästiin myös siihen tulokseen, että fuusioproteiinien pitoisuudella
kokonaisproteiiniseoksessa on olennainen vaikutus proteiinin erottumiseen piste-
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immunoblottauksessa. Kaikissa testatuissa näytteissä oli havaittavissa värireaktio, joka
johtui pääasiassa muiden proteiinien aiheuttamasta taustasta. Voimakkaampi värireaktio
pystyttiin erottamaan vain yhden, His6-IEGR-EncA-fuusioproteiinia sisältävän, näytteen
kohdalla. Pisteimmunoblottaus ei kuitenkaan ollut tarpeeksi herkkä menetelmä
haluttujen fuusioproteiinien detektointiin kokonaisproteiiniseoksista.
Western Blot -menetelmän avulla pystyttiin puolestaan varmistumaan, että His6-
encA ja  -encB -geenejä sisältävät ECO 809 ja ECO 810 -kannat tuottivat enkasiini-
peptidejä. SDS-PAGE-geelissä erotellut ja nitroselluloosamembraanille siirretyt
proteiinit olivat tarpeeksi konsentroituja selkeän kromogeenisen reaktion syntymiseksi
immunovärjäyksessä. Lisäksi havaittiin, että ainakin enkasiini A -peptidiä tuottavassa
kannassa osa fuusioproteiineista sisälsi mahdollisesti edelleen signaali-peptidin, mikä
näkyi membraanilla noin 2 kDa suuremmalla juovalla. Western Blot -analyysissä
käytettiin kokosolu-uutteita, joissa solut ovat olleet eri kasvuvaiheessa. Tämä tarkoittaa,
että fuusioproteiinien translokaatio periplasmiseen tilaan tapahtui eri soluissa hieman eri
aikaan, ja osa signaalipeptidiä sisältävistä rekombinanttiproteiineista oli edelleen
sytosolissa soluhajotuksen aikana. On myös mahdollista, että signaalipeptidin
leikkautuminen translokaation yhteydessä on ollut puutteellista.
Immunologisessa detektoinnissa käytetty primäärinen vasta-aine on suunniteltu
tunnistamaan vähintään kuudesta histidiinitähteestä muodostuvan epitoopin proteiinin
N-terminaali- ja C-terminaalipäässä tai proteiinin sisällä (Dianova GmbH). Näin olleen
primäärinen vasta-aine on voinut tunnistaa polyhistidiinialueen, vaikka signaalipeptidi
olisi vielä kiinni fuusioproteiinissa. Tämä selittää enkasiinia A tuottavan kannan
kohdalla esille tulleen ylimääräisen juovan, joka antoi immunovärjäyksessä positiivisen
tuloksen.
6.5 Enkasiinien aktiivisuus
Rekombinanttikantojen tuottamien enkasiinien aktiivisuusmäärityksessä selvisi, että
enkasiiniproteiinien pitoisuudella oli suuri merkitys antimikrobisten peptidien
aktiivisuuteen. Suoraan eri indikaattorimaljoille pipetoiduissa enkasiiniproteiinia
sisältävissä näytteissä ei pystytty havaitsemaan estovyöhykettä tai merkitsevää
indikaattorikantojen kasvun vähenemistä edes sen rekombinanttikannan kohdalla, jonka
myöhemmin todettiin tuottavan aktiivista enkasiini A -peptidiä. Käytetyn näytteen
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enkasiinin pitoisuus ei todennäköisesti ollut riittävä vaikuttamaan indikaattorikantojen
kasvuun.
Todiste enkasiiniproteiinien aktiivisuudesta saatiin, kun OmpA-His6-IEGR-EnkA ja
OmpA-His6-IEGR-EnkB -konstrukteja sisältävistä kannoista eristetyt proteiinit
eroteltiin SDS-PAGE-geelissä, ja geeli asetettiin L. lactis MG1614 -indikaattori-
maljalle. Geelissä konsentroituneiden enkasiiniproteiinien kohdalle olivat muodostuneet
estovyöhykkeet, joissa indikaattorikanta kasvoi huomattavasti heikommin kuin
agarmaljan muissa kohdissa. Enkasiinit eivät pystyneet estämään täysin L. lactis
MG1614 -kannan kasvua, mutta vaikuttivat sen kasvunopeuteen.
Estovyöhykkeiden pienuus ja indikaattoribakteerin kasvun vain osittainen inhibitio
voi johtua siitä, että geelissä oleva enkasiiniproteiinin määrä ei ollut riittävä tai
enkasiini-peptidin rakenne oli muuttunut His6-IEGR-fuusioproteiinin takia.
Bioaktiivisten proteiinien oikea konformaatio on monesti ensisijainen vaatimus
proteiinin aktiivisuudelle (Ennahar ym. 2000, Baneyx & Mujacic 2004). Toisaalta,
koska enkasiinien aktiivisuus pystyttiin todentamaan ainoastaan fuusioproteiinien
kohdalla, voidaan esittää hypoteesi, että His6-IEGR-rakenne on voinut vakauttaa
enkasiinien laskostumista aktiiviseen muotoon. Vaikka yleisesti ottaen
polyhistidiinitunnisteproteiinien ei oleteta häiritsevän natiiviproteiinin laskostumista
(Carson ym. 2007), on kuitenkin todettu, että polyhistidiinihännällä voi olla vaikutusta
proteiinin tertiääriseen rakenteeseen (Chant ym. 2005).
E. coli -bakteerin solunsisäisesti tuotetut enkasiinipeptidit eivät ole osoittaneet
lainkaan antimikrobista aktiivisuutta L. lactis MG1614 -indikaattorikantaa vastaan.
Antimikrobisen aktiivisuuden puuttuminen johtuu mahdollisesti bakteriosiinien laskos-
tumisvaiheessa tapahtuneiden rakennevirheiden takia. Tehokkaan rekombinantti-
proteiinien tuotannon saavuttamiseen käytetään yleensä vahvoja indusoituvia promoot-
toreita, kuten tetrasykliinillä indusoituvaa tet-promoottoria, jota käytettiin tässä
tutkimuksessa. Vahva promoottori lisää heterologisen geenin ilmentymistä, mikä voi
aiheuttaa isäntäkannalle stressitilan, jossa rekombinanttiproteiinin laatu heikkenee ja
todennäköisyys vääränlaiseen laskostumiseen kasvaa (Baneyx & Mujacic 2004, Gasser
ym. 2008).
Lisäksi rekombinanttiproteiinin ympäristöllä ja translokaatiotavalla voi olla
merkitystä proteiinien laskostumisessa. Grampositiivisten bakteerien solun ulkopuolelle
erittyvillä proteiineilla on luontainen taipumus nopeaan laskostumiseen, mitä
65
normaalisti avustavat lukuista eri tekijät, kuten saperonit ja metalli-ionit. Erityisesti
yleistä erityskoneistoa (Sec-pathway) käyttävät signaalipeptidillä esiintyvät proteiinit,
kuten enkasiinit, saavuttavat lopullisen tertiäärisen rakenteensa vasta translokaation
jälkeen. (Sarvas ym. 2004). Tuotettuina E. coli -bakteerin sytosoliin grampositiivisten L.
lactis -kantojen enkasiinibakteriosiinit eivät kenties pysty laskostumaan bioaktiiviseen
muotoonsa solun sisällä vallitsevissa olosuhteissa.
Gramnegatiivisen E. coli -bakteerin periplasminen tila muistuttaa eniten gram-
positiivisten bakteerin extrasellulaarista tilaa, missä useampien erittyvien proteiinien
laskostuminen tapahtuu (Sarvas ym. 2004). Periplasminen tila sisältää lukuisia eri
proteiinien laskostumista sääteleviä tekijöitä ja proteolyyttisten entsyymien määrä on
huomattavasti pienempi kuin sytosolissa (Baneyx & Mujacic 2004). Grampositiivisissa
bakteereissa vastaavat, erittyvien proteiinien laskostumisen modulaattorit ovat
puolestaan ankkuroitu sytoplasmisen membraanin uloimpaan pintaan (Sarvas ym.
2004). Näin olleen gramnegatiivisten bakteerien periplasminen tila soveltuu paremmin
grampositiivisten bakteerien erittyvien proteiinien geenitekniseen tuotantoon verrattuna
sytoplasmaan. Myös tässä tutkimuksessa E. coli -bakteerin periplasmiseen tilaan
tuotetut enkasiinifuusioproteiinit olivat ainoat, joilla oli havaittu biologista aktiivisuutta.
Mahdollisesti tuottamalla L. lactis -kantojen enkasiinibakteriosiineja toisessa gram-
positiivisessa bakteerissa voitaisiin saavuttaa suurempi antimikrobinen aktiivisuus.
6.6 Enkasiinigeenien yleisyys
Enkasiinit A ja B ilman johtopeptidejä ovat 80 aminohapon pituisia ja 9,2 kDa kokoisia
peptidejä, joiden välinen samankaltaisuus on 78 %. Enkasiineilla A ja B on yhteensä 17
keskenään erilaista aminohappoa, joista suurin osa esiintyy peptidien C-terminaali-
päässä. Enkasiini-peptidit A ja B kuuluvat laktokoksiini 972 -proteiiniperheeseen, mutta
niiden samankaltaisuus laktokoksiini 972 -bakteriosiinin kanssa on vain 27–28 %.
GenBank -sekvenssitietokannan (NCBI, National Center for Biotechnology
Information) mukaan L. lactis NCDO 1404 -kannan enkasiini A -bakteriosiinia vastaava
aminohapposekvenssi on löydetty tähän mennessä 3 eri kannasta: L. lactis KF147,
L.lactis IO-1  ja L. lactis NCDO 2118 -kannoista. Enkasiini B -bakteriosiinia 100 %
vastaava aminohapposekvenssi on vastaavasti löydetty L. lactis IL1403 -kannan lisäksi
5 eri kannasta: L. lactis TIFN4, L. lactis TIFN2, L. lactis KLDS 4.0325, L. lactis LD61
ja L. lactis 1AA59 -kannoista. Lisäksi 99 % samankaltaisuudella esiintyvät enkasiini B -
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peptidiä vastaavat aminohapposekvenssit löytyivät 4 eri kannasta: L. lactis CV56,
L. lactis CNCM I-1631, L. lactis JCM 5805 ja L. lactis Dephy 1 -kannoista.
Enkasiinipeptidien kaltaisten sekvenssien esiintyvyys näyttää olevan yleinen
Lactococcus -suvun bakteereilla. Lisäksi enkasiinia B esiintyy huomattavasti
yleisemmin verrattuna enkasiini A- peptidiin. Myös tässä työssä enkasiinigeenien
seulontaan käytetyissä L. lactis -kannoissa enkasiini B -peptidiä vastaavaa sekvenssiä
esiintyi kaksi kertaa useammin kuin enkasiini A- peptidin sekvenssiä. Enkasiini-
bakteriosiinigeenien yleisyys Lactococcus- suvun bakteerien keskuudessa viittaa siihen,
että ainakin osa bakteereista pystyy tuottamaan enkasiinien kaltaisia peptidejä.
Laktokoksiini 972 -proteiiniperheeseen kuuluvilla peptideillä voi olla myös
antimikrobisia vaikutuksia ja siten enkasiinipeptideillä voi olla potentiaalista vaikutusta
bakteerien itsesuojelussa.
7. JOHTOPÄÄTÖKSET
Tässä tutkimuksessa onnistuttiin tuottamaan uutta L. lactis -bakteereista löydettyä
mahdollisesti antimikrobista peptidiä, enkasiinia, E. coli -rekombinanttikantojen avulla.
Kymmenestä rakennetusta rekombinanttikannasta neljässä pystyttiin havaitsemaan
bakteriosiinin tuottoa, joista kaksi periplasmiseen tilaan tuotettua enksiinibakteriosiinia
osoittivat myös antimikrobista aktivisuutta L. lactis MG1614 -kantaa vastaan.
Tutkimuksessa käytettiin aina rinnakkain kaksi, sekvenssiltään toisistaan hieman
eroavaa, enkasiinigeeniä encA ja encB.
Rekombinanttikantojen kasvu ja enkasiinipeptidien tuotanto oli epäsäännöllistä,
mikä todennäköisesti johtui rekombinanttiproteiinien ylituotannosta ja siitä aiheutuvasta
bakteerien stressitilasta. Kasvatuslämpötilan laskeminen voisi hidastaa solujen
metaboliaa vähentäen stressiä ja tasapainottaa proteiinituotantoa. Toisaalta,
grampositiivisen bakteerin, kuten esimerkiksi Lactobacillus, käyttö enkasiinipeptidien
tuotannossa voisi toimia paremmin. Tutkimuksessa testatut kannat, joista eristettiin
enkasiinigeenien lähetti-RNA:t, tuottivat myös enkasiinipeptidejä, mutta vain osa niistä
oli bioaktiivisia.
Enkasiinin lokaalisaatiolla E. coli -bakteerissa todettiin olevan vaikutusta peptidin
antimikrobiseen aktiivisuuteen. Solunsisäisesti tuotetut enkasiinipeptidit eivät
osoittaneet bioaktiivisuutta, johtuen mahdollisesti vääränlaisesta kolmiulotteisesta
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laskostumisesta solun sytoplasmassa. Periplasmiseen tilaan tuotetut enkasiinipeptidit
pystyivät puolestaan hidastamaan L. lactis MG1614 -indikaattorikannan kasvua silloin
kun peptidien määrä oli noin 1 µg:n luokkaa. Polyhistidiinimerkkipeptidin läsnäolo ei
taas näyttänyt haittavan enkasiinipeptidien laskostumista bioaktiiviseen muotoon. On
myös mahdollista, että merkkipeptidin poistaminen voisi lisätä enkasiinien
antimikrobista aktiivisuutta.
Polyhistidiinifuusioproteiinien immunologisista detektointimenetelmistä piste-
immunoblottaus ei soveltunut enkasiinifuusioproteiinien paikallistamiseen koko solun
proteiiniseoksista rekombinanttiproteiinien alhaisten pitoisuuksien takia. Western Blot -
menetelmä oli parempi tapa rekombinanttikantojen enkasiinifuusioproteiinien tuoton
varmistamiseksi. Tutkimuksessa käytetty primäärinen vasta-aine oli tarpeeksi herkkä
havaitsemaan myös proteiinin sisällä sijaitsevan polyhistidiiniepitoopin, koska vasta-
aine tunnisti myös enkasiinin, josta signaalipeptidi ei ollut leikkautunut.
Tässä työssä enkasiinibakteriosiinigeenejä löydettiin yli 90 % tutkituista L. lactis -
kannoista, joista enkasiini B oli yleisempi muoto. GenBank -sekvenssitietokannan
mukaan enkasiinigeenejä esiintyykin pääasiassa Lactococcus -suvun bakteereilla.
Enkasiinigeenien koodaamat peptidit luokitellaan puolestaan laktokoksiini 972 -
proteiiniperheeseen. Enkasiinigeenien ilmentämät peptidit tarjoavat jatkossakin
mielenkiintoisen tutkimuskohteen uusien bioaktiivisten yhdisteiden parissa. Enkasiinien
tarkempi karakterisointi voisi auttaa saamaan tietoa uusien potentiaalisten
bakteriosiinien ominaisuuksista ja toimintaperiaatteista.
68
KIITOKSET
Haluan kiittää tohtori Timo Takalaa maisterintutkielman ohjauksesta, kaikesta avusta ja
tuesta mitä olen saanut näiden vuosien aikana sekä loputtomasta kärsivällisyydestä.
Kiitän professori Per Sarista mahdollisuudesta tehdä pro gradu -työ hänen tutkimus-
ryhmässä haastavan ja mielenkiintoisen projektin parissa sekä tuesta ja avuliaista
neuvoista.
Haluan osoittaa kiitollisuutta myös työkavereille kaikesta käytännön avusta sekä
yhteisistä kokemuksista niin laboratoriossa kuin vapaa-ajalla. Erityiskiitokset kuuluvat
Meggielle, joka on aina jaksanut neuvoa, opastaa ja piristää vaikeissa tilanteissa.
Iso kiitos myös minun läheisille ystäville ja kavereille, Stanille, Leisanille, Tuulialle,
Heinille ja Anulle, jotka ovat huolehtineet henkisestä hyvinvoinnistani ja jakaneet
kanssani arjen iloja ja suruja.
Erityisen lämmin kiitos äidilleni, miehelleni ja pojalleni heidän ehdottomasta
rakkaudesta, kannustuksesta ja tuesta.
69
LÄHDELUETTELO
Abee T, Klaenhammer TR & Letellier L. 1994. Kinetic studies of the action of lactacin
F, a bacteriocin produced by Lactobacillus johnsonii that forms poration complexes
in the cytoplasmic membrane. Applied and Environmental Microbiology 60: 1006–
1013.
Agilent Technologies, Inc. 2015. ABLE C strain and ABLE K strain excision protocol.
Saatavilla: http://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/200305.pdf.
Luettu: 11.9.2015
Anukam K & Reid G. 2007. Probiotics: 100 years (1907-2007) after Elie Metchnikoff’s
Observation. Teoksessa: Méndes-Vilas A. Communicating Current Research and
Educational Topics and Trends in Applied Microbiology, Microbiology serien,
Formatex, Espanja, 1: 466–474.
Arnison P, Bibb M, Bierbaum G, Bowers A, Bugni T ym. 2013. Ribosomally
synthesized and post-translationally modified peptide natural products: overview and
recommendations for a universal nomenclature. Natural Product Reports 30: 108–
160.
Axelsson L. 2004. Lactic acid bacteria: classification and physiology. Teoksessa:
Salminen S & von Wright A (toim.). Lactic acid bacteria: Microbiological and
Functional Aspects, Marcel Dekker Inc, New York, USA, 3. painos, s. 1–66.
Baneyx F & Mujacic M. 2004. Recombinant protein folding and misfolding in
Escherichia coli. Nature Biotechnology 22: 1399–1408.
Baneyx F. 1999. Recombinant protein expression in Escherichia coli. Current Opinion
in Biotechnology 10: 411–421.
Bechhofer  D.  1993.  5’  mRNA  stabilizers.  Teoksessa:  J.  G.  Belasco  &  G.  Brawerman
(toim.). Control of messenger RNA stability. Academic Press, Inc., San Diego,
Kalifornia, USA, s. 31–52.
Belasco J. 1993. mRNA degradation in procaryotic cells: an overview. Teoksessa: J. G.
Belasco & G. Brawerman (toim.). Control of messenger RNA stability. Academic
Press, Inc., San Diego, Kalifornia, USA, s. 3–12.
Berrow  S,  Büssow  K,  Coutard  B,  Diprose  J,  Ekberg  M,  Folkers  G,  Levy  N,  Lieu  V,
Owens R, Peleg Y, Pinaglia C, Quevillon-Cheruel S, Salim L, Scheich C, Vincentelli
R & Bussoh D. 2006. Recombinant protein expression and solubility screening in
Escherichia coli: a comparative study. Acta Crystallographica, D62: 1218–1226.
Beshkova D & Frengova G. 2012. Bacteriocins from lactic acid bacteria:
Microorganisms of potential biotechnological importance for the dairy industry.
Engineering in Life Sciences 12: 419–432.
Beukes M, Bierbaum G, Sahl H-G & Hastings J. 2000. Purification and partial
characterization of a murein hydrolase, millericin B, produced by Streptococcus
milleri NMSCC 061. Applied and Environmental Microbiology 66: 23–28.
70
Bhunia A, Johnson M & Ray B. 1987. Direct detection of an antimicrobial peptide of
Pediococcus acidilactici in sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis. Journal of Industrial Microbiology 2: 319–322.
Bonelli R, Schneider T, Sahl H-G & Wiedemann I. 2006. Insights into in vivo activities
of lantibiotics from gallidermin and epidermin mode-of-action studies. Antimicrobial
agents and chemotherapy 50: 1449–1457.
Bornhorst J & Falke J. 2000. Purification of proteins using polyhistidine affinity tags.
Methods in Enzymology 326: 245–254.
Bower  C,  Parker  J,  Higggins  A,  Oest  M,  Wilson  J,  Valentine  B,  Bothwell  M  &
McGuire J. 2002. Protein antimicrobial barriers to bacterial adhesion: in vitro and in
vivo evaluation of nisin-treated implantable materials. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces  25: 81–90.
Breukink E & Kruijff B. 2006. Lipid II as a target for antibiotics. Nature Reviews Drug
Discovery 5: 321–323.
Bryskin A & Matsumura I. 2010. Overlap extension PCR cloning: a simple and reliable
way to create recombinant plasmids. Biotechniques  48:. 463–465.
Brötz H, Bierbaum G, Reynolds P & Sahl H. 1997. The lantibiotic mersacidin inhibits
peptidoglycan biosynthesis at the level of transglycosylation. European Journal of
Biochemistry 246: 193–199.
Brötz H, Josten M, Wiedemann I,  Schneider U, Götz F,  Bierbaum G & Sahl H. 1998.
Role of lipid-bound peptidoglycan precursors in the formation of pores by nisin,
epidermin and other lantibiotics. Molecular Microbiology  30: 317–327.
Carson M, Johnson D, McDonald H, Brouillette C & DeLucas L. 2007. His-tag impact
on structure. Biological Crystallography, D63: 295–301.
Cavera V, Arthur T, Kashtanov D & Chikindas M. 2015. Bacteriocins and their position
in the next wave of conventional antibiotics. International Journal of Antimicrobial
Agents, Saatavilla: doi:10.1016/j.ijantimicag.2015.07.011.
Chant A, Kraemer-Pecorec C, Watkin R &Kneale G. 2005. Attachment of a histidine
tag to the minimal zinc finger protein of the Aspergillus nidulans gene regulatory
protein AreA causes a conformational change at the DNA-binding site. Protein
Expression and Purification 39: 152–159.
Cotter P, Hill C & Ross R. 2005. Bacteriocins: developing innate immunity for food.
Nature Reviews Microbiology 3: 777–788.
Cotter  P,  Ross  R  &  Hill  C.  2013.  Bacteriocins  –  a  viable  alternative  to  antibiotics?
Nature Reviews Microbiology 11: 95–105.
De Vuyst L. 1994. Bacteriocins produced by Lactococcus lactis strains. Teoksessa: De
Vuyst L & Vandamme E. Bacteriocins of Lactic Acid Bacteria, Springer US, s. 143–
149.
71
Dianova GmbH, Anti-(HIS)6 TAG Epitope Tag Antibody – FITC-conjugated Mouse
Monoclonal Antibody Clone 13/45/31-2. Saatavilla: http://www.dianova.com/
downloads/Epitop-Tag/Datasheet_DIA-920.pdf. Luettu: 11.9.2015.
Diep  D,  Skaugen  M.,  Salehian  Z,  Holo  H  &  Nes  I.  2007.  Common  mechanisms  of
target cell recognition and immunity for class II bacteriocins. Proceedings of the
National Academy of Sciences 104: 2384–2389.
Duhan J, Nehra K, Gahlawat S, Saharan P & Surekha D. 2013. Bacteriocins from lactic
acid bacteria. Teoksessa: Salar R, Gahlawat S, Siwach P & Duhan J. Biotechnology:
Prospects and Applications, Springer, New Delhi, s. 127–142.
Efstathiou J & McKay L. 1976. Inorganic salts resistance associated with a lactose-
fermenting plasmid in Streptococcus lactis. Journal of Bacteriology  130: 257–265.
Eijsink  V,  Axelsson  L,  Diep  D,  Havarstein  L,  Holo  H  &  Nes  I.  2002.  Production  of
class II bacteriocins by lactic acid bacteria; an example of biological warfare and
communication. Antonie Van Leeuwenhoek  81: 639–654.
Ennahar  S,  Sashihara  T,  Sonomoto  K  &  Ishizaki  A.  2000.  Class  IIa  bacteriocins:
biosynthesis, structure and activity. FEMS Microbiology Reviews 24: 85–106.
Fontana L, Bermudez-Brito M, Plaza-Diaz J, Munõz-Quezada S & Gil A. 2013.
Sources, isolation, characterisation and evaluation of probiotics. British Journal of
Nutrition 109: 35–50.
Gabrielsen  C,  Brede  D,  Hernández  P,  Nes  I  &  Diep  D.  2012.  The  maltose  ABC
transporter in Lactococcus lactis facilitates high-level sensitivity to the circular
bacteriocin garvicin ML. Antimicrobial Agents and Chemotherapy 56: 2908–2915.
Gabrielsen C, Brede D, Nes I & Diep D. 2014. Circular bacteriocins: biosynthesis and
mode of action. Applied and Environmental Microbiology 80: 6854–6862.
Gasser  B,  Saloheimo  M,  Rinas  U,  Dragosits  M,  Rodríguez-Carmona  E,  Baumann  K,
Giuliani  M,  Parrilli  E,  Branduardi  P,  Lang  L,  Porro  D,  Ferrer  P,  Tutino  M,
Mattanovich D & Villaverde A. 2008. Protein folding and conformational stress in
microbial cells producing recombinant proteins: a host comparative overview.
Microbial Cell Factories 7: 1–18.
Gasson  M.  1983.  Plasmid  complements  of Streptococcus lactis NCDO 712 and other
lactic streptococci after protoplast-induced curing. Journal of Bacteriology 154: 1–9.
Geertsma E & Poolman B. 2010. Production of membrane proteins in Escherichia coli
and Lactococcus lactis. Teoksessa: Mus-Veteau I (toim.). Heterologous Expression
of Membrane Proteins. Methods in Molecular Biology 601: 32.
Gillor O & Riley M. 2007. Introduction. Teoksessa: Riley M & Gillor O. Research and
Applications in Bacteriocins, Horizon Bioscience, Norfolk, UK, s. 1–3.
Gillor  O,  Nigro  L  &  Riley  M.  2007.  Potential  applications  of  bacteriocins  as
antimicrobials. Teoksessa: Riley M & Gillor O. Research and Applications in
Bacteriocins, Horizon Bioscience, Norfolk, UK, s. 67–79.
72
Goto Y, Li B, Claesen J, Shi Y, Bibb M & van der Donk W. 2010. Discovery of unique
lanthionine synthetases reveals new mechanistic and evolutionary insights. Public
Library of Science Biology 8: 1–10.
Gratia A. 1925. Sur un remarquable example d'antagonisme entre deux souches de
colibacille. Comptes Rendus des Séances de la Socieété de Biologie et de ses Filiales
93: 1040–1041.
Hickey  R,  Twomey D,  Ross  R & Hill  C.  2003.  Production  of  enterolysin  A by  a  raw
milk enterococcal isolate exhibiting multiple virulence factors. Microbiology 149:
655–664.
Higgins  C,  Causton  H,  Dance  G  &  Mudd  E.  1993.  The  role  of  the  3’  end  in  mRNA
stability  and  decay.  Teoksessa:  J.  G.  Belasco  &  G.  Brawerman  (toim.).  Control  of
messenger RNA stability. Academic Press, Inc., San Diego, Kalifornia, USA, s. 13–
30.
Hirsch A. 1951. Growth and nisin production of a strain of Streptococcus lactis. Journal
of General Microbiology 5: 208–221.
Hoffmann F & Rinas U. 2004. Stress induced by recombinant protein production in
Escherichia coli. Physiological Stress Responses in Bioprocesses. Teoksessa:
Scheper T, Belkin S, Doran P ym. Advances in Biochemical Engineering 89: 73–92.
Horn N, Swindell S, Dodd H & Gasson M. 1991. Nisin biosynthesis genes are encoded
by a novel conjugative transposon. Molecular Genetics and Genomics 228: 129–135.
Iwatani  S,  Zendo  T  &  Sonomoto  K.  Class  IId  or  linear  and  non-pediocin-like
bacteriocins. Teoksessa: Drider D & Rebuffat S. Prokaryotic Antimicrobial Peptides:
From Genes to Applications. Springer Science and Business Media, New York,
USA, 1. painos, s. 237–252.
Jalalirad  R.  2013.  Selective  and  efficient  extraction  of  recombinant  proteins  from  the
periplasm of Escherichia coli using low concentrations of chemicals. Journal of
Industrial Microbiology & Biotechnology 40: 1117–1129.
Joerger M & Klaenhammer T. 1986. Characterization and purification of helveticin J
and evidence for a chromosomally determined bacteriocin produced by Lactobacillus
helveticus 481t. Journal of Bacteriology 167: 439–446.
Kjos M, Borrero J, Opsata M, Birri D, Holo H, Cintas L, Snipen L, Hernández P, Nes I
& Diep D. 2011. Target recognition, resistance, immunity and genome mining of
class II bacteriocins from Gram-positive bacteria. Microbiology 157: 3256–3267.
Kjos  M,  Oppegård  C,  Diep  D,  Nes  I,  Veening  J-W,  Nissen-Meyer  J  &  Kristensen  T.
2014. Sensitivity to the two-peptide bacteriocin lactococcin G is dependent on UppP,
an enzyme involved in cell-wall synthesis. Molecular Microbiology 92: 1177–1187.
Kjos  M,  Salehian  Z,  Nes  I  &  Diep  D.  2010.  An  extracellular  loop  of  the  mannose
phosphotransferase system component IIC is responsible for specific targeting by
class IIa bacteriocins. Journal of Bacteriology 192: 5906–5913.
73
Klaenhammer TR. 1993. Genetics of bacteriocins produced by lactic acid bacteria.
FEMS Microbiology Reviews 12: 39–85.
Kruijff B, van Dam V & Breukink E. 2008. Lipid II: A central component in bacterial
cell wall synthesis and a target for antibiotics. Prostaglandins, Leukotrienes and
Essential Fatty Acids 79: 117–121.
Kuipers A, Rink R & Moll G. 2011. Genetics, biosynthesis, structure, and mode of
action of lantibiotics. Teoksessa: Drider D & Rebuffat S. Prokaryotic Antimicrobial
Peptides: From Genes to Applications. Springer Science and Business Media, New
York, USA, 1. painos, s. 147–169.
Kuipers O, Beerthuyzen M, Siezen R & De Vos W. 1993. Characterization of the nisin
gene cluster nisABTCIPR of Lactococcus lactis.  Requirement  of  expression  of  the
nisA and nisI genes for development of immunity. European Journal of Biochemistry
216: 281–291.
LaVallie E, McCoy J, Smith D & Riggs P. 1994. Enzymatic and chemical cleavage of
fusion proteins. Current Protocols In Molecular Biology 16.4B: 5–17.
Li R, Takala T, Qiao M, Xu H & Saris P. 2011. Nisin-selectable food-grade secretion
vector for Lactococcus lactis. Biotechnology Letters 33: 797–803.
Liu S. 2014. Enhanced antibacterial action of bacteriocin producing cells by binding to
the target pathogen. Väitöskirja, Helsingin yliopisto, Suomi, 57 s.
Madigan M, Martinko J, Dunlap P & Clark D. 2009a. Microorganisms and
microbiology. Teoksessa: Brock Biology of Microorganisms, 12. painos. Pearson
International Edition, Pearson Benjamin Cummings, San Francisco, USA, s. 10–23.
Madigan M, Martinko J, Dunlap P & Clark D. 2009b. Appendix 2: Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology. Teoksessa: Brock Biology of Microorganisms, 12. painos.
Pearson International Edition, Pearson Benjamin Cummings, San Francisco, USA, 2.
painos, A-10.
Makrides S. 1996. Strategies for achieving high-level expression of genes in
Escherichia coli. Microbiological Reviews 60: 512–538.
Martínez B, Böttinger T, Schneider T, Ronríguez A, Sahl H-G & Wiedemann I. 2008.
Specific interaction of the unmodified bacteriocin lactococcin 972 with the cell wall
precursor lipid II. Applied and Environmental Microbiology 74: 4666–4670.
Martínez B, Ronríguez A & Suárez J. 2000. Lactococcin 972, a bacteriocin that inhibits
septum formation in lactococci. Microbiology 146: 949–955.
Martínez B, Suárez J & Ronríguez A. 1995. Antimicrobials produced by wild
lactococcal strains isolated from homemade cheeses. Journal of Food Protection 10:
1059–1064.
Martínez B, Suárez J & Ronríguez A. 1996. Lactococcin 972: a homodimeric
lactococcal bacteriocin whose primary target is not the plasma membrane.
Microbiology142: 2393–2398.
74
Martin-Visscher L, van Belkum M & Vederas J. 2011. Class IIc or circular bacteriocins.
Teoksessa: Drider D & Rebuffat S. Prokaryotic antimicrobial peptides: from genes to
applications. Springer Science and Business Media, New York, USA, 1. painos,
s. 213–236.
Meindl  K,  Schmiederer  T,  Schneider  K,  Reicke  A,  Butz  D,  Keller  S,  Guhring  H,
Vertesy L, Wink J, Hoffmann H, Bronstrup M, Sheldrick G & Sussmuth R. 2010.
Labyrinthopeptins: a new class of carbacyclic lantibiotics. Angewandte Chemie
International Edition in English 49: 1151–1154.
Mergulhão F, Summersb D & Monteiroa G. 2005. Recombinant protein secretion in
Escherichia coli. Biotechnology Advances 23: 177–202.
Moll G, Hauge H, Nissen-Meyer J, Nes I, Konings W & Driessen A. 1998. Mechanistic
properties of the two-component bacteriocin lactococcin G. Journal of Bacteriology
180: 96–99.
Moll  G,  Ubbink-Kok T,  Hauge  H,  Nissen-Meyer  J,  Nes  I,  Konings  W & Driessen  A.
1996. Lactococcin G is a potassium ion-conducting, two component bacteriocin.
Journal of Bacteriology 178: 600–605.
Moll G, van der Akker H, Hauge H, Nissen-Meyer J, Nes I, Konings W & Driessen A.
1999. Complementary and overlapping selectivity of the two-peptide bacteriocins
plantaricin EF and JK. Journal of Bacteriology 181: 4848–4852.
Montville T & Winkowski K. 1997. Biologically based preservation systems and
probiotic bacteria. Teoksessa: Doyle M, Beuchat L & Montville T. Food
Microbiology, Fundamentals and Frontiers, American Society for Microbiology,
Washington, DC, USA, s. 557–577.
Nes I, Yoon S & Diep D. 2007. Ribosomally synthesiszed antimicrobial peptides
(bacteriocins) in lactic acid bacteria: a review. Food Science and Biotechnology 16:
675–690.
Neu H & Heppel L. 1965. The release of enzymes from Escherichia coli by osmotic
shock and during the formation of spheroplasts. The Journal of Biological Chemistry
240: 3685–3692.
Nissen-Meyer J, Oppegård C, Rogne P, Haugen H & Kristiansen P. 2010. Structure and
mode-of-action of the two-peptide (class-IIb) bacteriocins. Probiotics and
Antimicrobial Proteins 2: 52–60.
Nissen-Meyer J, Rogne P, Oppegård C, Haugen H & Kristiansen P. 2009. Structure-
function relationships of the non-lanthionine-containing peptide (class II)
bacteriocins produced by Gram-positive bacteria. Current Pharmaceutical
Biotechnology 10: 19–37.
Nossal N & Heppel L. 1966. The Release of enzymes by osmotic shock from
Escherichia coli in exponential phase. The Journal of Biological Chemistry 241:
3055–3062.
75
O’Connor E, Ross R & Hill C. 2007. Applications of bacteriocins in the food industry.
Teoksessa: Riley M & Gillor O. Research and Applications in Bacteriocins, Horizon
Bioscience, Norfolk, UK, s. 153–180.
Oganesyan N. 2009. Periplasmic expression and purification of recombinant proteins
from E. coli using the profinity eXact™ fusion-tag system. Bio-Rad Laboratories
Inc., Hercules, Kalifornia, USA.
Oppegård C, Rogne P, Emanuelsen L, Kristiansen P, Fimland G & Nissen-Meyer J.
2007. The two-peptide class II bacteriocins: structure, production, and mode of
action. Journal of Molecular Microbiology and Biotechnology 13: 210–219.
Ouwehand A & Vesterlund S. 2004. Antimicrobial components from lactic acid
bacteria. Teoksessa: Salminen S & von Wright A (toim.). Lactic acid bacteria:
Microbiological and Functional Aspects, Marcel Dekker Inc, New York, USA,
3. painos, s. 375–395.
Park S & Lee S. 1998. Efficient recovery of secretory recombinant proteins from
protease negative mutant Escherichia coli strains. Biotechnology Techniques 12:
815–818.
Pierce Biotechnology, Inc., Rockfold, IL, USA. 2004. Acetone precipitation of proteins.
Saatavilla: http://www.bidmcmassspec.org/uploads/Acetone_precipitation.pdf.
Luettu: 26.5.2014.
Poole E, Brown C & Tate W. 1995. The identity of the base following the stop codon
determines the efficiency of in vivo translational termination in Escherichia coli. The
European Molecular Biology Organization Journal 14: 151–158.
Poquet I, Saint V, Seznec E, Simoes N, Bolotin A & Gruss A. 2000. HtrA is the unique
surface housekeeping protease in Lactococcus lactis and is required for natural
protein processing. Molecular Microbiology 35: 1042–1051.
Pucci M, Vedamuthu E, Kunka B & Vandenbergh P. 1988. Inhibition of Listeria
monocytogenes by using bacteriocin PA-1 produced by Pediococcus acidilactici
PAC 1.0. Applied and Environmental Microbiology 54: 2349–2353.
Rea  M,  Ross  R,  Cotter  P  &  Hill  C.  2011.  Classification  of  bacteriocins  from  Gram-
positive bacteria. Teoksessa: Drider D & Rebuffat S. Prokaryotic Antimicrobial
Peptides: From Genes to Applications. Springer Science and Business Media, New
York, USA, 1. painos, s. 29–53.
Ringquist  S,  Shinedling S, Barrick D, Green L, Binkley J,  Stormo G & Gold L. 1992.
Translation initiation in Escherichia coli: sequences within the ribosome-binding
site. Molecular Microbiology 6: 1219–1229.
Roces C, Rodríguez A & Martínez B. 2012. Cell wall-active bacteriocins and their
applications beyond antibiotic activity. Probiotics and Antimicrobial Proteins 4: 259–
272.
Rodrígues J, Martínez M & Kok J. 2002. Pediocin PA-1, a wide-spectrum bacteriocin
from lactic acid bacteria. Critical Reviews in Food Science and Nutrition 42: 91–121.
76
Sambrook J & Russell D. 2001. Molecular cloning: a laboratory manual. Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, USA, 3. painos, 2344 s.
Schleifer K, Kraus J, Dvorak C, Kilpper-Balz R, Collins M & Fisher W. 1985. Transfer
of Streptococcus lactis and related streptococci to the genus Lactococcus gen. nov.
Systematic and Applied Microbiology 6: 183–195.
Schägger H. 2006. Tricine–SDS-PAGE. Nature Protocols 1:16–22.
Severina E, Severin A & Tomasz A. 1998. Antibacterial efficacy of nisin against
multidrug-resistant Gram-positive pathogens. Journal of Antimicrobial
Chemotherapy 41: 341–347.
Shaaly A, Kalamorz F, Gebhard S & Cook G. 2013. Undecaprenyl pyrophosphate
phosphatase confers low-level resistance to bacitracin in Enterococcus faecalis.
Journal of Antimicrobial Chemotherapy 68: 1583–1593.
Shuman S. 1991. Recombination mediated by vaccinia virus DNA topoisomerase I in
Escherichia coli is sequence specific. Proceedings of the National Academy of
Sciences, USA 88: 10104–10108.
Shuman S. 1994. Novel approach to molecular cloning and polynucleotide synthesis
using vaccinia DNA topoisomerase. The Journal of Biological Chemistry 269:
32678–32684.
Simmonds R, Simpson W & Tagg J. 1997. Cloning and sequence analysis of zooA,  a
Streptococcus zooepidemicus gene encoding a bacteriocin-like inhibitory substance
having a domain structure similar to that of lysostaphin. Gene 189: 255–261.
Sivashanmugam  A,  Murray  V,  Cui  C,  Zhang  Y,  Wang  J  &  Li  Q.  2009.  Practical
protocols for production of very high yields of recombinant proteins using
Escherichia coli. Protein science 18: 936–948.
Swartz J. 2001. Advances in Escherichia coli production of therapeutic proteins.
Current Opinion in Biotechnology 12: 195–201.
Switzer R & Garrity L. 1999. Chromatography. Teoksessa: Experimental Biochemistry.
Theory  and  Exercises  in  Fundamental  Methods.  3.  painos.  USA,  New  York:  W.H.
Freeman and Company, s. 38.
Sørensen H ja Mortensen K. 2005. Advanced genetic strategies for recombinant protein
expression in Escherichia coli. Journal of Biotechnology 115: 113–128.
Takala T & Saris P. 2007. Nisin: past, present and future. Teoksessa: Riley M &
Gillor O. Research and Applications in Bacteriocins, Horizon Bioscience, Norfolk,
UK, s.181–213.
Thomas L, Clarkson M & Delves-Broughton J. 2000. Nisin. Teoksessa: Naidu A.
Natural Food Antimicrobial Systems. CRC Press, USA, s. 463–524.
Thorstenson Y, Zhang Y, Olson P & Mascarenhas D. 1997. Leaderless polypeptides
efficiently extracted from whole cells by osmotic shock. Journal of Bacteriology 179:
5333–5339.
77
Turner D, Brennan L, Meyer H, Lohaus C, Siethoff C, Costa S, Gonzalez B, Santos H
& Suárez J. 1999. Solution structure of plantaricin C, a novel lantibiotic. European
Journal of Biochemistry 264: 833–839.
Twomey  D,  Ross  R,  Ryan  M,  Meaney  B  &  Hill  C.  2002.  Lantibiotics  produced  by
lactic acid bacteria: structure, function and applications. Antonie Van Leeuwenhoek
82: 165–185.
Uzelac G, Kojic M, Lozo J, Aleksandrzak-Piekarczyk T, Gabrielsen C, Kristensen T,
Nes I, Diep D & Topisirovica L. 2013. A Zn-dependent metallopeptidase is
responsible for sensitivity to LsbB, a class II leaderless bacteriocin of Lactococcus
lactis subsp. lactis BGMN1-5. Journal of Bacteriology 195: 5614–5621.
Valdes-Stauber N& Scherer S. 1994. Isolation and characterization of linocin M18, a
bacteriocin produced by Brevibacterium linens. Applied and Environmental
Microbiology 60: 3809–3814.
van  Belkum M,  Kok J,  Venema G,  Holo  H,  Nes  I,  Konings  W & Abee  T.  1991.  The
bacteriocin lactococcin A specifically increases permeability of lactococcal
cytoplasmic membranes in a voltage-independent, protein-mediated manner. Journal
of Bacteriology 173: 7934–7941.
Willey J & van der Donk W. 2007. Lantibiotics: peptides of diverse structure and
function. Annual Review of Microbiology 61: 477–501.
Yoneyama F, Imura Y, Ichimasa S, Fujita K, Zendo T, Nakayama J, Matsuzaki K &
Sonomoto K. 2009a. Lacticin Q, a lactococcal bacteriocin, causes high-level
membrane permeability in the absence of specific receptors. Applied and
Environmental Microbiology 75: 538–541.
Yoneyama F, Imura Y, Ohono K, Zendo T, Nakayama J, Matsuzaki K & Sonomoto K.
2009b. Peptide-lipid huge toroidal pore, a new antimicrobial mechanism mediated by
a lactococcal bacteriocin, lacticin Q. Antimicrobial Agents and Chemotherapy 53:
3211–3217.
Yoon S, Kim S & Kim J. 2009. Secretory production of recombinant proteins in
Escherichia coli. Recent Patents on Biotechnology 2010, 4: 23–29.
Zabarovsky E & Winberg G. 1990. High efficiency electroporation of ligated DNA into
bacteria. Nucleic Acids Research 18: 5912.
Zhang J & Deutscher M. 1992. A uridine-rich sequence required for translation of
prokaryotic mRNA. Proceedings of the National Academy of Sciences 89: 2605–
2609.
78
LIITTEET
Liite 1. PCR-ohjelmat.
Polymeraasientsyymi Taq DyNAzymeTM II Phusion High-Fidelity
Vaihe Jaksot Lämpötila Aika Lämpötila Aika
Alkudenaturaatio 1 94 ºC 2 min 98 ºC 30 s
Denaturaatio
Alukkeiden kiinnittyminen
Pidennys
32 94 ºC
X
72 ºC
45 s
45 s
40 s / kb
98 ºC
X
72 ºC
10 s
30 s
15-30 s / kb
Loppupidennys 1 72 ºC 5-10 min 72 ºC 5-10 min
Jäähdyttäminen 1 4 ºC ∞ 4 ºC ∞
X alukkeiden optimaalinen sitoutumislämpötila.
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Liite 2. Enkasiinien A ja B sekä laktokoksiinin 972 DNA- ja proteiinisekvenssit.
Aloituskodoni on korostettu vihreällä värillä, signaalisekvenssi sinisellä ja
lopetuskodoni punaisella. Enkasiinien A ja B väliset erot proteiinisekvenssissä ovat
korostettu harmaalla.
Enkasiini A (encA)
ATGAAAACTAAAAAATTACTTGTTTCAACACTTATCCTTGCGACTCTCGGCGGAACATT
CCTTCAAGTCAGTCCTGTATTCGCTGTTAATCGTTCAACTTATTCTCAAGGCTCAACAA
ATGACAAAAAGTATGGTATGGGAGCTTATGCGGCCTACTGGAACAACTATGGAAATCAT
TGGGCTGAAGTAGTATATGTACACCGCTATGGAGGGGCTTTAGCGGGAGCTTATGCCAA
TCAACAAGCTTATGCCTGGTTAAATACTCGCTGGGGAGAAAGAGTGATTTTCTTCCATG
GTAATAATACAGTTCAAACCAAACATTGGTGA
M K T K K L L V S T L I L A T L G G T F L Q V S P V F A V N R S T Y S
Q G S T N D K K Y G M G A Y A A Y W N N Y G N H W A E V V Y V H R Y G
G A L A G A Y A N Q Q A Y A W L N T R W G E R V I F F H G N N T V Q T
K H W
Enkasiini B (encB)
ATGCAAACTAAAAAATTACTTGTTTCAACACTTATCCTTGCGACTCTCGGCGGAACGCT
CCTTCAAGTAAGCCCTGTATTCGCTATTAATCGTTCAACTTATTCTCAAGGCTCAACAA
ATGACAAAAAGTATGGTATGGGAGCTTACGCTGCCTACTGGAACAACTATGGGAACCAT
TGGGCTGAAGTAACTTACGGGGATAAATATGGAGGTAGAGTTGTCAGTGTTCATGCGAA
TCAACAGGCCTATGCATGGTTAAATACGCGTTGGGCAGAACCTGCAACTTTCTATCACA
GCAATGGCTGGGTAGGCACTAGAAGTTGGTAA
M Q T K K L L V S T L I L A T L G G T L L Q V S P V F A I N R S T Y S
Q G S T N D K K Y G M G A Y A A Y W N N Y G N H W A E V T Y G D K Y G
G R V V S V H A N Q Q A Y A W L N T R W A E P A T F Y H S N G W V G T
R S W
Laktokoksiini 972 (Lcn972)
ATGAAAACCAAGTCTCTCGTATTGGCATTATCTGCGGTTACGTTATTCTCTGCCGGAGG
AATTGTAGCTCAAGCTGAAGGAACATGGCAACATGGATATGGTGTTAGTTCGGCATATT
CAAATTATCATCATGGTAGCAAAACTCATTCAGCCACAGTTGTAAATAATAATACTGGC
CGACAAGGTAAGGATACACAACGTGCCGGTGTTTGGGCAAAAGCTACTGTTGGACGTAA
CTTAACTGAAAAAGCTTCATTTTATTATAACTTTTGGTAA
M K T K S L V L A L S A V T L F S A G G I V A Q A E G T W Q H G Y G V
S S A Y S N Y H H G S K T H S A T V V N N N T G R Q G K D T Q R A G V
W A K A T V G R N L T E K A S F Y Y N F W
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Liite 3. Plasmidivektorit
                https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/K457502
Kuva 21. pCR®4-TOPO-kloonausvektorin kaavakuva.
    https://www.iba-lifesciences.com/details/product/493.html
Kuva 22. pASG-IBA4 -kloonausvektorin kaavakuva.
